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Datos  epidemiológicos han puesto de manifiesto que el cese de la función 
ovárica, producido por el envejecimiento o por alguna patología, va 
acompañado de alteraciones cardiovasculares, por lo que se ha atribuido a las 
hormonas sexuales femeninas un papel protector sobre la función vascular. De 
hecho, aunque existen numerosos estudios mostrando la reversión -por 17β-
estradiol especialmente- de algunas alteraciones producidas por la pérdida de 
función ovárica, existe gran controversia sobre los efectos de las terapias 
sustitutivas estrogénicas en mujeres postmenopaúsicas. Hace algún tiempo se 
recomendaba  la aplicación de estas terapias para prevenir las alteraciones 
cardiovasculares. Sin embargo, estudios más recientes han mostrado riesgos, 
más que beneficios, sobre la función vascular. Además, la utilización de estas 
terapias en pacientes con menopausia precoz no ha logrado revertir las 
alteraciones vasculares que presentan. Estos datos indican la existencia de 
factores distintos a los estrógenos, y dependientes de la función ovárica, 
implicados en la regulación de la función vascular. Por todo ello, sería 
importante conocer los mecanismos intracelulares por los que la función 
ovárica regula el tono el vascular, tanto en la edad adulta como en el 
envejecimiento. 
El óxido nítrico (NO) desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de 
la función vascular, directamente y a través de la formación de cGMP y 
activación de la proteína kinasa dependiente de cGMP (PKG). A su vez, estas 
moléculas regulan la actividad de los canales de potasio dependientes de 
calcio (KCa) y de ATP (KATP), que también participan en la regulación del tono 
vascular. Sin embargo,  no existen estudios funcionales y sistemáticos  sobre la 
posible modificación de la vía de señalización del NO-cGMP-PKG-KCa/KATP por 
la ausencia de función ovárica y/o envejecimiento. Por tanto, el objetivo de esta 
Tesis ha sido analizar en aorta de rata el efecto de la función ovárica, y su 
modulación por el envejecimiento, sobre la participación de la vía de 
señalización en la respuesta vasodilatadora inducida por acetilcolina (ACh). 
Para ello, se utilizaron aortas de rata hembra Sprague-Dawley de 6 y 20 meses 
de edad, control (fase estro) y ovariectomizada (en edad prepúber) en las que 
se valoró: (i) la expresión de eNOS, SODs, subunidades α y β de los canales 
KCa y las subunidades Kir6.1 y SUR2B de los canales KATP; (ii) la producción de 
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NO, aniones superóxido y cGMP; (iii) la actividad de PKG, PKA, PKC y SODs, 
(iv) la participación del NO, cGMP, PKG y canales KCa y KATP en la respuesta 
vasodilatadora inducida por ACh; (v) la regulación de los  KCa por PKG, y (vi) la 
participación de la PKG y los canales KCa y KATP en la liberación de NO. 
Los resultados obtenidos muestran que la pérdida de función ovárica en 
animales jóvenes aumenta la producción de aniones superóxido, no modifica la 
liberación de NO y disminuye la formación de cGMP; aún así, la respuesta 
vasodilatadora inducida por ACh se mantiene, probablemente, por la existencia 
de mecanismos compensatorios como el incremento en la actividad de PKG y 
de los canales KCa. 
El envejecimiento, en ratas con la función ovárica intacta, no modifica la 
liberación de NO pero disminuye la formación de cGMP; la respuesta inducida 
por ACh se encuentra disminuida  a pesar de que la actividad de PKG es muy 
superior a la observada en ratas jóvenes. Disminuye la expresión y el efecto 
vasodilatador de los canales KCa y aumenta el de los canales KATP. 
La pérdida de función ovárica mantenida hasta la senectud causa una 
disminución en la liberación de NO y un aumento en la producción de aniones 
supéroxido, aunque también la expresión y actividad de las SODs están 
incrementadas. Sin embargo, no existe modificación de los niveles de cGMP y 
actividad de PKG, manteniéndose la respuesta inducida por ACh. 
Globalmente, estos resultados muestran la complejidad e interacciones entre 
los elementos de la vía de señalización del NO, sin olvidar las posibles 
interacciones con otras vías de señalización. 
Los resultados también indican que alteraciones en un determinado punto en la 
vía de transducción de señales pueden desarrollar diferentes mecanismos de 
















1.-  ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL 
El aparato circulatorio tiene como finalidad distribuir la sangre oxigenada y los 
nutrientes a todos los órganos, así como recoger los productos de desecho y 
dióxido de carbono (CO2), para su posterior eliminación. Por lo tanto, el aparato 
circulatorio participa en el mantenimiento de la homeostasis vascular, 
ofreciendo unas condiciones de supervivencia y función óptimas. 
El aparato circulatorio consta de una bomba muscular, el corazón, y de dos 
sistemas de vasos sanguíneos: (1) la circulación menor o pulmonar, que 
transporta la sangre a los pulmones y la recoge de ellos, y (2) la circulación 
mayor o sistémica, que transporta la sangre oxigenada al resto del organismo. 
En ambos casos, la sangre bombeada por el corazón atraviesa una serie de 
vasos sanguíneos de calibre decreciente  y es recogida por otra serie de vasos 
de calibre creciente, los cuales difieren en su morfología y función (Tabla 1). 
 
 
Tabal 1: Principales características de los distintos tipos de vasos sanguíneos. 
 
La pared arterial contribuye al mantenimiento de la homeostasis vascular ya 
que responde activamente a determinados estímulos; es por tanto importante 
conocer la estructura y organización de la pared arterial.  
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La pared arterial en general, y en las arterias de conductancia en particular, 
consta de un endotelio, tejido elástico, tejido muscular y tejido conjuntivo, que 
se organiza formando capas definidas. 
En la pared arterial se distinguen tres capas concéntricas: (1) una Túnica 
Íntima, formada por células endoteliales; (2) una Capa o Túnica Media formada 
principalmente por fibras musculares lisas y elásticas; y (3) una Túnica 
Adventicia constituida por fibras de colágeno orientadas longitudinalmente, 
fibroblastos y algunas fibras elásticas y musculares dispersas. Separando la 
túnica íntima de la túnica media, se encuentra la lámina elástica interna, una 
capa fenestrada de elastina y lo mismo sucede entre la túnica media y la túnica 




Figura 1: Estructura de la pared arterial. 








1.1.-  Túnica Íntima 
Es la capa que reviste la superficie interna del vaso; está constituida por un 
epitelio plano y simple de células orientadas longitudinalmente y estrechamente 
unidas, llamado endotelio vascular, una lámina basal y tejido conjuntivo laxo 
subendotelial. Las células endoteliales no sólo constituyen una barrera 
mecánica entre la sangre y la pared sino que constituyen uno de los principales 
órganos de regulación vascular. Su posición anatómica les permite actuar 
como receptor y transmisor de señales entre la sangre y la pared vascular 
(Lücher y Vanhoutte, 1990). Las células endoteliales poseen acciones exocrina, 
paracrina y autocrina, y están implicadas en: la liberación de agentes 
vasoactivos (Tabla 2), en la respuesta inmune, en el control de la proliferación 
del músculo liso subyacente y en la adhesión y extravasación de los leucocitos 
(Lüscher y Vanhoutte, 1990; Rubanyi y Botelho, 1991).  
Está confirmado que estas células, son sensibles a cambios hemodinámicos y 
que la acción combinada de los factores que libera el endotelio mantiene la 
homeostasis vascular, al igual que el desequilibrio de los mismos ocasiona 
diversas patologías cardiovasculares (Lüscher y Vanhoutte, 1990). 
 
Tabla 2: Factores liberados por el endotelio vascular 
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1.2.-  Túnica Media 
La túnica media está formada por una capa muy marcada de fibras musculares 
lisas vasculares orientadas circularmente, con fibras reticulares asociadas a 
ellas, y un pequeño número de fibras elásticas individuales. Las fibras 
musculares lisas de la túnica media son las responsables del mantenimiento de 
la tensión muscular, al regular el diámetro de la luz del vaso. A diferencia del 
músculo esquelético y cardíaco, el músculo liso vascular es capaz de mantener 
una fuerza tónica durante largos períodos de tiempo y con un bajo coste 
energético. 
Las células de músculo liso vascular son largas y fusiformes, de núcleo 
alargado, unidas entre sí por uniones en hendidura. Contienen haces de actina 
y miosina, responsables de la contracción, por el desplazamiento de los 
filamentos de actina, sobre los de miosina. En la contracción del músculo liso 
se pueden distinguir dos componentes, una contracción fásica y una 
contracción tónica (Rasmussen et al, 1987). La primera, se caracteriza por una 
respuesta rápida y transitoria, modulada por el sistema calcio-calmodulina 
(Dillon et al, 1981), mientras que la segunda, se regula por la caldesmosina 
(Smith et al, 1987), una proteína contráctil asociada al dominio actina-miosina.  
La contracción depende de un incremento intracelular de calcio (Ca2+), que se 
une a la calmodulina; el complejo calcio-calmodulina cataliza la fosforilación de 
las cadenas ligeras de la miosina al combinarse con la quinasa de la cadena 
ligera de miosina (MLCK), lo que permite la formación de puentes cruzados en 
la miosina y la interacción de éstos con los filamentos de actina, provocando la 
contracción. La energía para la contracción proviene de la hidrólisis del 
adenosín trifosfato (ATP; Alberts et al, 1992). El incremento intracelular de Ca2+ 
puede ser debido a la estimulación de la entrada de Ca2+ extracelular 
principalmente por la activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
localizados en la membrana plasmática o a la liberación de Ca2+ del retículo 
sarcoplasmático, por la activación de la enzima fosfolipasa C (PLC) que 
estimula la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), aumentando la 
formación de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que es quien 
estimula la liberación del Ca2+ (Timmermans et al,  1987; Bülbring y Tomita, 
1987; Minneman, 1988).  Así mismo, la relajación muscular provoca un 
aumento del diámetro de la luz y tiene lugar cuando disminuye la concentración 
Introducción 
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intracelular de Ca2+. En estas condiciones, la calmodulina se disocia de la 
MLCK, inactivándola y los grupos fosfatos son eliminados posteriormente por la 
fosfatasa de la miosina. Existen además receptores de membrana en las 
células musculares lisas para multitud de agentes vasoactivos que activan, 
inhiben o modulan los mecanismos de contracción/relajación. 
1.3.-  Túnica Adventicia 
Constituida por fibroblastos y haces de colágeno, así como una por red laxa de 
fibras elásticas delgadas, vasos y terminaciones nerviosas (Tabla 3) (Li y 
Dickles, 1992; Boeckxstaens et al, 1997; Marín y Balfagón, 1998). Los 
neurotransmisores liberados desde la terminación nerviosa, a través de sus 
receptores específicos, van a ejercer su acción sobre distintos tipos celulares 
postsinápticos de la pared vascular y, por lo tanto, actúan como moduladores 
del tono vascular. La naturaleza química y la función de los distintos 
neurotrasmisores liberados, depende de la especie y lecho vascular sobre el 
que actúan (Tabla 3). Además, la túnica adventicia es una fuente de radicales 
libres de oxígeno, como el anión superóxido (O2-), que afectan tanto a la 
función del músculo liso como a la de las células endoteliales, regulando de 
esta manera también el tono vascular (Pagano et al, 1995). Así pues, la 
regulación del flujo sanguíneo en el lecho vascular es un proceso complejo en 
el que participan factores hormonales, metabólicos, nerviosos y endoteliales. 
Tabla 3: Tipos de inervaciones y efectos de sus neurotransmisores en la regulación 
vascular. NA: noradrenalina; ACh; acetilcolina; NO: óxido nítrico; 5-HT: serotonina; 
CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina; ATP: adenosín trifosfato. 
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2.-  ÓXIDO NÍTRICO 
En la vasculatura, el óxido nítrico (NO) aparece, en primer lugar, como un 
mediador de la relajación del músculo liso dependiente de endotelio en 
respuesta a acetilcolina (ACh) denominado EDRF (endothelial derivated 
relaxing factor; Furchogott y Zawadzki, 1980) que resultó ser químicamente 
equivalente al NO descrito posteriormente (Ignarro et al, 1987a; Ignarro et al, 
1987b; Palmer et al, 1987; Vallance et al, 1989). 
El NO tiene las siguientes características: (1) es un gas con una solubilidad 
moderada en agua, alcanzando, en condiciones normales, la saturación a una 
concentración de 1,9 mM (Shaw y Vosper, 1977); (2) es un radical libre con un 
electrón desapareado que puede intervenir en varias reacciones, actuando 
como oxidante débil o reductor (Kanner et al, 1991); (3) el NO puede reaccionar 
con el O2- y formar peroxinitrito (Beckman et al, 1990); (4) su carga neutra le 
permite una difusión libre a través de las membranas biológicas (Welch y 
Loscalzo, 1999). 
Por otra parte, el NO posee funciones biológicas en todos los sistemas del 
organismo, ya que modula el flujo sanguíneo, procesos de proliferación (Tao et 
al, 2006) y diferenciación celular (Kawahara et al, 2005), participando así en 
diferentes mecanismos homeostáticos. 
El NO es uno de los factores mejor estudiados, conociéndose los mecanismos 
que regulan su síntesis, liberación  y metabolismo, así como su mecanismo de 
acción a través de la activación de la guanilato ciclasa soluble (sGC) del 
músculo liso vascular y consiguiente vasodilatación. 
2.1.-  Síntesis, óxido nítrico sintasas (NOS) 
La producción de NO, proviene de la oxidación enzimática de cinco electrones 
de un N-guanidino del aminoácido L-arginina (L-Arg), por la acción de la NO 
sintasa (NOS), utilizando como donador de electrones el nucleótido nicotín-





Figura 2: Biosíntesis del NO a partir de L-Arginina. 
 
Se han identificado tres isoformas distintas de la NOS codificadas por genes 
diferentes, localizados en distintos cromosomas, con diferente regulación, 
propiedades catalíticas y sensibilidad a inhibidores. A todas las isoformas se 
las considera dímeros en su forma activa, pero en realidad son tetrámeros 
porque, las distintas isoformas de NOS, necesitan de la calmodulina, por lo 
tanto cada isoforma contiene dos monómeros de NOS y dos moléculas de 
calmodulina. Cada monómero contiene un dominio reductasa y otro dominio 
oxigenasa (Figura 3), los cuales por separado son catalíticamente activos, pero 
inactivos desde el punto de vista de generación de NO. El dominio oxigenasa 
(extremo N-terminal) contiene un Fe hemo, ZnS4, cofactor tetrahidrobiopterina 
(BH4) y L-Arg. El dominio reductasa (extremo C-terminal) contienen flavín 
mononucleótido (FMN), flavín-adenín dinucleótido (FAD), y la unión específica 
para el NADPH (Aldreton et al, 2001). 
 
Figura 3: Esquema de la estructura de NOS y de la reacción catalítica de la formación 




Los electrones donados por el NADPH en dominio reductasa de la enzima 
continúan con una cascada de reacciones redox hasta el dominio oxidasa, 
donde interactúan con el ion Fe y el cofactor BH4, activando la catálisis de la L-
Arg generando los productos citrulina y NO. Para que el electrón fluya dentro 
del dominio reductasa es necesaria la presencia del complejo Ca2+-
Calmodulina (Alderton et al, 2001) 
Las tres isoformas descritas son: 
- Óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS, NOS III), está presente en células 
endoteliales (Aldreton et al, 2001), unida específicamente a la membrana. 
Su actividad es muy sensible a la concentración de Ca2+, que es 
considerado como el estímulo más importante de la actividad de la eNOS, 
pero existen otros mecanismos independientes de Ca2+ como: (1) procesos 
de fosforilación y desfosforilación de distintos aminoácidos (Govers y 
Rabelink, 2001), (2) sustancias vasoactivas dependientes de endotelio, 
como es el caso de la ACh y  Bradikinina (BK), que se une a receptores de 
membrana acoplados a proteína G que activan el incremento de la 
disponibilidad de Ca2+ intracelular (Schulz et al, 1992), (3) fuerzas de 
cizallamiento, producidas por el flujo sanguíneo, que proporcionan también 
un incremento en la concentración intracelular de Ca2+ (Davies, 1995). 
- Óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS, NOS I), enzima citosólica 
completamente dependiente de Ca2+, presente principalmente en el sistema 
nervioso central y periférico (Alderton et al, 2001), cataliza la liberación de 
NO que desempeña el papel de neurotrasmisor  (Wiklund et al, 1997). 
- Óxido nítrico sintasa inducible (iNOS, NOS II), enzima inducible 
independiente de Ca2+ (Alderton et al, 2001), aunque contiene un sitio de 
unión especifico a la calmodulina. Realiza síntesis de novo por diversas 
citoquinas y endotoxinas mediante la activación de distintos factores 
nucleares, como el factor nuclear κB (NF-κB; Sheehan et al, 2002) a partir 
de concentraciones de Ca2+ inferiores a las requeridas por las otras dos 
isoformas (Hobbs et al, 1999). En situaciones patológicas, se induce la 
iNOS en los macrófagos y en las células endoteliales y musculares lisas, 
liberando, de estas, cantidades de NO mayores a las formadas por la eNOS 
y la nNOS (Fleming et al, 1991; Nava y Salazar, 1997).  
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2.2.-  Mecanismos de acción 
El NO liberado difunde fácilmente a las células cercanas, donde produce sus 
efectos fisiológicos mediante la activación de la sGC que produce guanosín 
3’,5’- monofosfato cíclico (cGMP) a partir del guanosín trifosfato (GTP; Hobbs 
et al, 1999). El cGMP, activa la proteína quinasa G (PKG), que mediante la 
fosforilación de residuos de serina y treonina puede activar o inhibir la función 
de distintas proteínas que en conjunto llevan a la relajación de la célula 
muscular lisa, y por lo tanto, a una dilatación vascular (Ignarro y Kadowitz, 
1985; Rivero-Vilches et al, 2003).  
2.2.1.- Guanilato ciclasa soluble (sGC) 
La sGC es una enzima heterodímera que contiene dos subunidades, α y β, de 
las cuales existen 4 tipos (α1, α2, β1, β2) generadas por diferentes genes. 
Estructuralmente, las subunidades α y β, contienen un dominio C-terminal con 
actividad catalítica, una región de dimerización central (CDR), y un segmento 




Figura 4: Representación esquemática de la estructura de la 
sGC. Ambas subunidades α y β contiene un dominio terminal 
ciclasa (CD), una región central de dimerización (CDR) y un 
segmento N-terminal (NS) con el grupo hemo (Fe2+). (Modificado 





La porción NS es la que confiere sensibilidad al NO. La unión covalente, de alta 
afinidad, del NO con el grupo hemo prostético induce un cambio 
conformacional de la enzima que tiene como resultado un incremento de la 
actividad catalítica. La oxidación del grupo hemo a su estado férrico da como 
resultado la pérdida de la actividad de la enzima (Ignarro et al, 1986). La 
actividad catalítica es propia de los extremos C-terminales de ambas 
subunidades, pero la actividad ciclasa de la enzima es dependiente de la 
coexpresión de ambas, por lo tanto, los dominios C-terminales, son los 
responsables de la conversión del GTP en cGMP, tras la previa activación con 
NO (Hobbs y col., 1999; Andreopoulos y Papapetropoulos, 2000).  
Se ha descrito que una alteración en los niveles y/o actividad de la sGC puede 
jugar un importante papel en el desarrollo de distintas enfermedades 
vasculares, como hipertensión e hipoxia (Ruetten et al, 1999), por lo tanto, una 
correcta regulación de la expresión y/o actividad de la sGC, es crucial. Existen 
múltiples mecanismos reguladores, dependiendo del tipo de subunidad (1 ó 2) 
y tejido. Alguno de estos mecanismos son: (i) el propio NO es capaz de regular 
negativamente la expresión de las subunidades, con acciones sobre el mRNA 
(Filippov et al, 1997); (ii) el adenosín monofosfato cíclico (cAMP), que bien a 
través de su acción sobre la proteína quinasa A (PKA), puede fosforilar ambas 
isoformas de la sGC contribuyendo a su regulación, o bien, puede disminuir la 
actividad de la sGC a través de la reducción de los niveles de mRNA de las 
subunidades y de la proteína (Papapetropoulos et al, 1995); (iii) alteraciones 
mediante factores de crecimiento y modulaciones a través de citoquinas y 
lipopolisacáridos; y (iv) las especies reactivas de oxigeno (ver Apartado 3), que 
pueden provocar una estimulación de la sGC por el H2O2, o bien, una inhibición 
de la activación de la misma por los O2- (Wolin et al, 1998)     
2.2.2.- Proteína quinasa G (PKG) 
El producto de la activación de la sGC, el segundo mensajero cGMP, puede 
ejercer su función activando un amplio rango de proteínas, entre las que se 
encuentran quinasas y fosfatasas, siendo su mayor objetivo la PKG.   
La PKG pertenece a la familia de serina/tronina quinasas, y en los mamíferos 
existen dos genes que regulan los 2 tipos existentes de PKG, prkg1 y prkg2 
que codifican el tipo I y II, respectivamente (Wernet et al, 1989; Uhler, 1993). 
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En las células de músculo liso vascular se encuentra la PKG I, de las que 
existen 2 isoformas, PKG Iα y PKG Iβ (Geiselhöringer et al, 2004). Todas las 
isoformas de la PKG forman una estructura proteica con arquitectura dimérica. 
Los distintos tipos de PKG (Iα, Iβ, II) contienen tres dominios funcionales: un 
dominio amino-terminal; dominio regulador; y un dominio catalítico (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Representación esquemática del dímero de la PKG inactiva 
(izquierda) y la PKG activa (derecha) tras la unión de 4 moléculas de 
cGMP. (Modificado de Scholten et al, 2008). 
   
El dominio N-terminal regula tres funciones diferentes, como son, la 
dimerización, la localización intracelular y la auto-inhibición. En el dominio 
regulador existen dos sitios de unión para dos moléculas de cGMP, en la PKG 
Iα existe un sitio de alta afinidad y otro de baja afinidad, sin embargo, en la 
PKG Iβ los dos son de baja afinidad (Ruth et al, 1991; Ruth et al, 1997). La 
unión de las dos moléculas de cGMP, tanto en la PKG Iα, como en la PKG Iβ, 
confiere un cambio conformacional de la enzima otorgándola su actividad 
catalítica (Heil et al, 1987). Pero el dominio N-terminal también confiere el 
estado inactivado de la PKG y de auto-inhibición. La auto-inhibición consiste en 
una regulación compleja de la PKG, aparte de la regulación de la misma por el 
cGMP, y consiste en una autofosforilación en varios residuos de serina en el 
dominio N-terminal (Pinkse et al, 2004). El papel fisiológico de la 
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autofosforilación de la PKG no está del todo claro, sin embargo, se ha descrito 
que la PKG autofosforilada presenta un incremento en la afinidad por cAMP 
(Smith et al, 1996). El dominio catalítico es el extremo C-terminal y confiere el 
sitio de unión de ATP/Mg2+ y del sustrato, el cual fosoforila la enzima activada. 
2.2.3.- Vía NO/cGMP/PKG 
Existen tres mecanismos regulados por la vía de señalización NO/cGMP/PKG 
que inducen relajación en las células de músculo liso vascular (Lincoln et al, 
2001), estos son (Figura 6): 
· Disminución de la concentración de Ca2+ libre intracelular    
El Ca2+ es un requisito indispensable para la fosforilación de la cadena ligera 
de miosina y por consiguiente de la contracción celular, por lo tanto la 
disminución de los niveles de Ca2+ libre intracelular es el primer mecanismo de 
inhibición de la contracción.  
La PKG puede actuar como inhibidor de canales de Ca2+ de la membrana 
plasmática o de la proteína PLC, que reduce la concentración de Ca2+ 
intracelular; o puede por el contrario, activar la Ca2+-ATPasa de la membrana 
plasmática (Vrolix et al, 1988) y del retículo sarcoplasmático (Cohen et al, 
1999), liberando Ca2+ al exterior de la célula e introduciéndolo al interior del 
retículo sarcoplasmático, respectivamente. La PKG puede también fosforilar al 
receptor del IP3 del retículo sarcoplasmático, introduciendo Ca2+ en el retículo 
(Schlossmann et al, 2000).   
Es importante citar a los canales de potasio dependientes de Ca2+ (que se 
explicarán detenidamente más adelante, Apartado 4), los cuales se activan por 
un incremento de Ca2+ intracelular, provocando una hiperpolarización de la 
membrana celular y una reducción en el flujo de Ca2+ hacia el interior celular a 
través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. La activación de estos 
canales puede estar incrementada por la acción de la PKG, tanto directa 
(Hampl et al, 1995) como indirectamente: (1) se ha descrito que la PKG regula 
la fosforilación de los canales de potasio dependientes de Ca2+, produciendo 
directamente la fosforilación (Fukao et al, 1999), o activando a una enzima 
fosfatasa que desfosforila al canal (Zhou et al, 1996), estos resultados insinúan 
la existencia de canales de potasio dependientes de Ca2+ específicos en 
distintos tipos celulares y tejidos (Lincoln et al, 2001); o que (2) la PKG activa 
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las corrientes transitorias y espontáneas hacia el exterior de Ca2+ (spontaneus 
transiet outward current, STOC), liberando de la superficie sarcoplasmática del 
retículo pequeñas cantidades de Ca2+ al espacio subplasmático que activan 
únicamente al canal de potasio plasmático (Porter et al, 1998). 
· Disminución de la activación del mecanismo de la contracción 
En el proceso de contracción, es necesario que se produzca una fosforilación 
en la cadena ligera de miosina (MLC), para este proceso están implicadas la 
MLCK (una quinasa activada por el complejo Ca2+-Calmodulina), que es la 
responsable de fosforilar la MLC y una MLC fosfatasa (proteína serina/ treonina 
fosfatasa tipo I) que tiene que estar inhibida. Cuando cesa la contracción, este 
proceso se invierte, la MLCK se inhibe y la MLC fosfatasa se activa.   
En relación a la regulación de la MLCK, no hay evidencias firmes que 
demuestren que la fosofrilación dependiente de la PKG inhiba su actividad (Van 
Riper et al, 1997), sin embargo, si existen trabajos que sugieren que la PKG 
activa la MLC fosfatasa, inhibiendo la fosforilación de la MLC y la contracción 
(Huang et al, 2004). 
· Regulación de los filamentos finos  
Los filamentos finos contienen proteínas que regulan y contribuyen en la 
actividad contráctil de la célula, se han propuesto dos (VASP: vasodilatory-
stimulated phosphoprotein y HSP20: 20 kDa heat shock-related protein)  y 
existen evidencias que consideran un posible papel de los segundos 
mensajeros en la regulación de la función de estas proteínas de los filamentos 
finos.  
Las VASP están presentes en casi todos los tipos celulares estudiados, 
localizadas en los focos de adhesión, y tanto PKA como la PKG catalizan la 
fosoforilación de las VASP, se ha descrito cómo la fosforilación de las VASP 
por la PKG provoca una disminución de los sitios de unión entre las VASP y los 
filamentos de actina, probablemente por una disociación de las proteínas de los 
filamentos de actina disminuyendo la vasoconstricción (Reinhard et al, 1995). 
Se ha descrito que las HSP20 también pueden ser fosforiladas por PKA y PKG 
y mediar relajación a través de su interacción con los filamentos finos (Beall et 











Figura 6. Biosíntesis del NO a partir de la L-arginina (L-Arg) en las células 
endoteliales. La entrada de Ca2+ activa la eNOS que incorpora O2 para formar NO y L-
citrulina, a través de un compuesto intermedio, NG-Hidroxi-L-Arginina (L-OHArg). La 
oxidación de L-OHArg a L-citrulina requiere NADPH y BH4. En las células musculares 
lisas el NO, que difunde libremente de las células endoteliales, activa la guanilato 
ciclasa soluble (sGC) incrementando los niveles de cGMP a partir de GTP. El cGMP 
activa la proteína quinasa dependiente de cGMP, la PKG, que produce relajación por 
varios mecanismos entre los cuales está la inhibición de la entrada de Ca2+; 
estimulación de la entrada de Ca2+, por la Ca2+-ATPasa, al retículo sarcoplasmático; la 
fosfoforilación de la quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK); o la activación de 
canales de K+, directamente o estimulando la liberación de pequeñas cantidades Ca2+ 
desde el retículo sarcoplasmático que ejerzan su activación. Los canales de K+ inhiben 
a los canales de Ca2+ de membrana. 
Introducción 
 25
3.-  ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
La generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) está asociada con el 
metabolismo normal de las células (Wolin, 2000; Wolin et al, 2002; Rutkowski  
et al, 2007) y cumplen una importante función en varios procesos 
homeostáticos como intermediarios en reacciones de oxidación-reducción. La 
destrucción de microorganismos por fagocitosis, la síntesis de mediadores 
inflamatorios y la detoxificación constituyen algunos ejemplos relevantes 
(Meier, 2001). Las ROS influyen en la fisiología y proliferación de los distintos 
tipos de células (Yasuda et al, 1999; Abid et al, 2000). Bajos niveles de ROS 
son beneficiosos y estimulan el crecimiento celular; por el contrario, se ha 
demostrado que altos niveles de ROS son tóxicos, ya que al oxidar moléculas 
biológicas desencadenan trastornos en el metabolismo celular, induciendo a la 
apoptosis y necrosis celular (Luczak et al, 2004). En el sistema cardiovascular 
las ROS juegan un papel fisiológico esencial, manteniendo la integridad 
cardiaca y vascular y participando en la regulación del tono vascular (Ellis y 
Triggle, 2003). En situación de hipertensión, diabetes, aterosclerosis, daño por 
isquemia-reperfusión, etc. (Landmesser y Harrison 2001; Zalba et al, 2001), las 
ROS pueden modular el tono y la estructura del vaso sanguíneo, estimulando 
el crecimiento de las células de músculo liso vascular, la migración celular, la 
inflamación y el depósito de proteínas de la matriz celular, lo que provoca un 
proceso de remodelado vascular, que incluye disfunción endotelial y 
engrosamiento de la pared vascular (Figura 7; Touyz y Schiffrin, 2004). 
En condiciones normales, existe un equilibrio entre la formación y eliminación 
de ROS, permitiendo la cantidad necesaria que asegura la homeostasis 
vascular. 
Se conoce como estrés oxidativo a “la resultante de una excesiva exposición 
a agentes generadores de radicales libres o a una deficiencia de sustancias 
protectoras naturales” (Miller et al, 1993) y ha sido identificado como un factor 
patogénico en enfermedades cardiovasculares, como la hipertensión, la 
diabetes, la hipercolesterolemia y la aterosclerosis (Cai et al, 2000; 




Figura 7: Efecto vascular de las especies reactivas de oxígeno (ROS). 
El incremento de ROS participa en el crecimiento de la célula muscular 
lisas (CLM), la inflamación, la migración y la deposición proteica en la 
matriz extracelular (ECM) (Touyz y Schiffrini, 2004). 
 
3.1.-  Síntesis 
Las ROS se generan como productos intermediarios en reacciones de 
oxidación-reducción, que transforma el O2 en H2O. La reducción del O2 por un 
electrón  (e-) genera el anión superóxido (O2-), reducciones consecutivas 
generan el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH·) (Fridovich, 
1997; Touyz y Schiffrin, 2004): 
 
·Anión superóxido (O2-), es soluble en agua, puede actuar como agente 
oxidante, reduciéndose a H2O2, o como agente reductor, donando un electrón 
para formar peroxinitrito (ONOO-) con el NO (Fridovich 1997). 
La producción de O2- en el sistema cardiovascular se debe en gran medida a la 
enzima NAD(P)H oxidasa, presente en el endotelio, músculo liso y adventicia 
(Mohazzab-H et al, 1994a;Touyz y Schiffrin 2004). Es una enzima compuesta 
por cinco subunidades ensambladas en la membrana celular que cataliza la 
producción de O2- por la reducción del O2, utilizando NAD(P)H como donador 




Las oxidasas endoteliales están continuamente generando pequeñas 
cantidades de O2-, en células no estimuladas; sin embargo, esta actividad 
puede verse aumentada por agonistas específicos como la angiotensina II (AII), 
endotelina 1 (ET-1) o ACh (Ray y Shah, 2005). El mecanismo, “en ausencia de 
estímulo”, que controla la actividad de estas enzimas depende de la 
disponibilidad de NAD(P)H citosólico (Wolin et al, 1999; Gupte et al, 1999). El 
índice de producción de O2- por las NAD(P)H oxidasas vasculares, parece ser 
dependiente de la concentración de O2, lo que permite a la oxidasa funcionar 
como un sensor fisiológico de la presión de O2 (Wolin et al, 1999; Mohazzab-Hb 
y Wolin, 1994). 
Los estímulos que pueden incrementar la actividad de este complejo incluyen 
factores humorales como citoquinas (TNFα, IL-1), factores de crecimiento 
(TGFβ, trombina, VEGF, PDGF), agentes vasoactivos (agonistas de receptores 
acoplados a proteínas G como AII y ET-1), y factores físicos como el shear 
stress (estrés por estiramiento) (Lassegue y Clempus, 2003; Touyz y Schiffrin, 
2004; Wassmann et al, 2004; Ray y Shah, 2005). 
También existen otras enzimas capaces de generar O2- como la citocromo P-
450 reductasa, la xantina oxidasa, la óxidorreductasa de la respiración 
mitocondrial cuya contribución en la generación vascular de ROS es 
relativamente menor comparado con la NAD(P)H oxidasa (Touyz y Schiffrin, 
2004). También las tres isoformas de NOS son capaces de producir O2- en 
condiciones de déficit de sustrato (arginina) o de cofactor BH4 (Pou et al, 1995; 
Wever et al, 1998). Esta situación es conocida como “el desacoplamiento de la 
NOS” y está presente en distintas enfermedades cardiovasculares como son la 
hipertensión, diabetes, arterosclerosis o hiperhomocisteinemia (Touyz y 
Schiffrin, 2004). 
Como se ha citado anteriormente el O2- puede reaccionar con NO 
produciéndose una reacción químicamente espontánea e irreversible (Wolin, 
2000) (Figura 8): 
 
El producto de la reacción, el ONOO-, es un potente oxidante con importantes 
efectos biológicos (Münzel et al, 1997): (1) produce la nitración de la tirosina, 
en proteínas como prostaciclina sintasa y superóxido dismutasa dependiente 
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Mn (MnSOD); (2) produce la activación de polimerasas y expresión de iNOS, 
importante mediador de la disfunción endotelial; (3) oxidación de BH4; (4) 
oxidación del complejo tiolato de eNOS, lo cual desencadena su 
desacoplamiento (Faraci y Didion, 2004) y (5) ejerce un papel vasodilatador 
como se ha descrito en arteria mesentérica de rata (Martín et al, 2005) y en 
arteria coronaria canina y bovina (Liu et al, 1994; Iesaki et al, 1999). 
 
·Peróxido de Hidrógeno (H2O2). No es un radical libre sino una molécula 
mucho más estable y permeable a las membranas biológicas en comparación 
con otras ROS. Es una molécula de señalización y regulación de la expresión 
génica y puede llegar a ser un importante mediador de hipertrofia en el músculo 
liso vascular. También puede activar factores transcripcionales y ejercen un 
papel semejante al factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF) en 
algunos vasos sanguíneos (Faraci y Didion, 2004), es más, se ha descrito que 
parece ser el EDHF en la arteria mesentérica humana y de ratón (Motoba et al, 
2000; Motoba et al, 2002) y en los microvasos coronarios porcinos, caninos y 
humanos (Motoba et al, 2003; Miura et al, 2003; Yada et al, 2003). Se produce 
gracias a una reducción de O2- llevada a cabo por la metaloenzima superóxido 
dismutasa (SOD; Fridovich, 1997) (Figura 8). 
 
En los sistemas biológicos las concentraciones locales de H2O2 están 
reguladas por la acción de otras enzimas como la catalasa o la glutatión 
peroxidasa (Schafer y Beuttner, 2001). 
A nivel vascular, el H2O2 produce relajación directa de las células de músculo 
liso vascular, como se ha descrito en arterias pulmonares y coronarias bovinas 
(Cherry et al, 1990; Iesaki et al, 1999) y en arterias cerebrales de gato (Fraile et 
al, 1994), así mismo, tiene un efecto hiperpolarizante en arterias cerebrales de 
rata (Sobey et al, 1997) y en arterias en coronarias porcinas (Barlow y White, 
1998). Sin embargo, se le ha atribuido un papel vasoconstrictor en aorta de rata 
(Sotniková, 1998; Rodríguez-Martínez et al, 1998). También participa en la 
regulación de la migración y proliferación de células de músculo liso vascular a 
través de la activación de distintas proteínas quinasa como son la proteína 
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quinasa B (PKB) y la quinasa que regula la señal extracelular (ERK) (Mehedi et 
al, 2007). 
   
·Radical hidroxilo (OH·-). Se produce con la reducción del H2O2 en presencia 
de moléculas que contengan metales como el Fe2+ (Fridovich, 1997). Es 
extremadamente reactivo e induce daño local donde es formado. Se ha 
postulado que el OH·- puede dañar el retículo sarcoplasmático en las células de 
músculo liso, reduciendo la liberación de Ca2+ del mismo (Sasaki y Okabe, 
1993) 
Los OH·- causan contracción dependiente de endotelio a través de una 
activación de la síntesis de prostanoides vasoconstrictores como el tromboxano 
A2 (TXA2) en el músculo liso vascular (Auch-Schwelk et al, 1989; Hibino et al, 
1999). 
 
Figura 8: Generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en 
células vasculares. Muchos sistemas enzimáticos, incluidos la 
NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa, NOS, etc., están involucrados en 
la generación de ROS. Los aniones superóxido actúan como 
oxidante, reduciéndose a H2O2 por la acción de la superóxido 
dismutasa (SOD), o como reductor, donando un electrón (e-) para 
formar ONOO- con el NO. El H2O2 es reducido por la catalasa a H2O, 
pero puede también reducirse para generar OH· en presencia de Fe2+ 




3.2.-  Antioxidantes 
Los antioxidantes biológicos son moléculas naturales que previenen la 
formación incontrolada de radicales libres y ROS, y/o activan su eliminación, 
evitando las reacciones de éstos con distintas estructuras biológicas. Existen 
antioxidantes enzimáticos y no-enzimáticos. Estos últimos son esenciales en la 
protección de componentes celulares al daño que producen muchas de las 
especies de ROS, pero esta protección no cubre todos los casos, como por 
ejemplo la reducción de los O2- o el H2O2; de ahí que la propia naturaleza haya 
diseñado enzimas antioxidantes específicas (Chaudiere y Ferrari-Iliou, 1999). 
3.2.1.-Superóxido dismutasa (SOD).   
Entre todos los mecanismos enzimáticos, SOD es la primera y única línea de 
defensa ante la producción O2- (Kinnula y Crapo, 2003). La SOD es una 
dismutasa que cataliza la dismutación de dos e- de dos O2- a la formación de 
una molécula de H2O2 y O2 (Chaudiere y Ferrari-Iliou, 1999): 
 
Existen varias consecuencias funcionales a la actividad de esta enzima (Faraci 
y Didion, 2004):  
(1)  en primer lugar protegen de la citotoxicidad provocada por los O2-,  
(2) evitan la reacción de los O2- con el NO para dar lugar a ONOO-. Los O2- 
reaccionan con el NO más eficazmente que con cualquier otra molécula, y 
por tanto la concentración local de SOD es la clave determinante de la 
biodisponibilidad del NO, proporcionando a la SOD la función de proteger 
al NO y los consecuentes efectos mediados por el mismo. 
(3)   provocan la formación de H2O2, que es relativamente más estable. 
Se han identificado tres isoformas de SOD (Fukai et al, 2000): Cu/ZnSOD (o 
SOD 1), la cual contiene cobre y zinc y es citosólica; MnSOD (o SOD 2), que 
contiene manganeso y es mitocondrial; y ecSOD (o SOD 3), que también 
contiene Cu/Zn, pero es extracelular.  Cada una de ellas está codificada por 




- Cu/ZnSOD; estudios recientes han puesto de manifiesto la importancia de 
la Cu/ZnSOD en el sistema vascular. Una deficiencia en la actividad de la 
misma, supone un incremento de los niveles vasculares de O2- y ONOO-, 
incremento del tono miogénico, y aumento de la respuesta vasoconstrictora 
(Didion et al, 2002). También se ha descrito que alteraciones de la 
expresión de la SOD puede afectar a la estructura vascular (Baumbach et 
al, 2003). Además, se ha descrito que en algunos modelos de hipertensión 
la expresión y/o actividad de la Cu/ZnSOD está incrementada. Trabajos con 
ratones transgénicos que presentan una sobreexpresión de Cu/ZnSOD 
demuestran una prevención efectiva al incremento de los O2- y atenuación 
al incremento de la presión arterial en respuesta a AII (Wang et al, 2002). 
- MnSOD; la MnSOD es considerada la primera línea de defensa sobre el 
estrés oxidativo debido a que la cadena transportadora de electrones 
mitocondrial convierte un 5% de O2 en O2-. La expresión o la actividad 
vascular de la MnSOD puede variar bajo muchas y diversas condiciones 
fisiopatológicas. Así, por ejemplo, la expresión de la MnSOD está 
incrementada en la pared de los vasos de animales crónicamente 
hipertensos (Uddin et al, 2003), o bien, la actividad se ve disminuida a 
causa de la nitración provocada por el ONOO- en otras condiciones 
patológicas que incluyen la diabetes, aterosclerosis, inflamación, 
envejecimiento.  
- ecSOD; la ecSOD es la única isoforma de SOD que se expresa en el medio 
extracelular, en la membrana basal y en la propia matriz extracelular. La 
expresión de ecSOD en la vasculatura puede verse alterada en respuesta a 
multitud de estímulos como son el ejercicio, factores de crecimiento, 
citoquinas, sustancias vasoactivas (AII, NO…), etc., (Faraci y Didion, 2004). 
Se ha hipotetizando que la principal función de la ecSOD es proteger al NO 
en su difusión desde el endotelio hasta el músculo liso donde actuará sobre 
la sGC (Oury et al, 1996; Ookawara et al, 2003).  
Es importante recalcar, que existen diferencias entre especies de la 
cantidad vascular de ecSOD, mientras que en ratón y humano los niveles 
de ecSOD vasculares son similares, en rata son mucho menores y esto 
parece ser debido a una diferencia fenotípica que afecta a la subunidad 
proteica de interacción (Marklud, 2002). 
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Se ha descrito en aorta de ratón que la actividad total de la SOD, 
aproximadamente del 50%-80%, es realizada por la Cu/ZnSOD, entre 2% -12% 
por la MnSOD y el resto por la ecSOD y se ha observado un patrón parecido en 
la expresión en arterias humanas (Faraci y Didion, 2004). 
3.2.2.- Catalasa  
La catalasa es una hemoproteína intracelular, localizada mayoritariamente en 
los peroxisomas, aunque también existe en el citosol. El H2O2 producido al 
actuar la SOD, que tiene carácter tóxico a nivel celular, se transforma, 
mediante la transferencia de dos e-, a una molécula de H2O y O2 (Schonbaum y 
Chance, 1976; Chaudiere y Ferrari-Iliou, 1999).  
 
Pero la catalasa tiene también actividad peroxidasa y reacciona con peróxidos 
orgánicos y donadores de hidrógeno formando agua y alcoholes (Wassmann et 
al, 2004). 
3.2.3.- Glutation peroxidasa 
La glutation peroxidasa es una enzima antioxidante que contiene selenio, 
reduce el H2O2 y peróxidos lipídicos a agua y alcoholes lipídicos 
respectivamente. Por esto juega un papel importante en la regulación del 
estado redox de la célula de músculo liso vascular. 
 
Las actividades asociadas de estos sistemas antioxidantes protegen de la 
oxidación, no sólo eliminado directamente del medio los O2- y H2O2, sino 




4.-  CANALES DE POTASIO 
Los canales de potasio (K+) son complejos proteicos de membrana implicados 
en la regulación de distintas funciones celulares. Se ha descrito la existencia de 
canales de K+ en las células endoteliales y en las células de músculo liso 
vascular. 
La función de los canales de K+ es la de mantener un determinado potencial de 
membrana, participando así en la regulación del tono vascular. Vasodilatadores 
derivados del endotelio (NO, PGI2, EDHF) pueden activar (abrir) los canales de 
K+, permitiendo el flujo de iones K+ hacia el exterior celular, creando una 
disminución del potencial de membrana (hiperpolarización). A consecuencia de 
esta hiperpolarización se cierran los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 
disminuyendo la concentración de Ca2+ intracelular y produciéndose  relajación 
en las células de músculo liso vascular. La inhibición de los canales de K+ 
disminuye la salida de K+ y abre los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 
incrementando el potencial de membrana (despolarización) produciéndose 
vasoconstricción. Son muchas las sustancias vasoactivas que participan en la 
regulación de los canales de K+, como las ROS, NO, AII, derivados del ácido 
araquidónico, etc. (Ellis y Triggle, 2003; Shimokawa y Motoba, 2004). 
Se ha asociado la disfunción de los canales de K+ con patologías como la 
hipertensión, diabetes, aterosclerosis y shock séptico (Baranowska et al, 2007). 
Se han identificado varios tipos de canales de potasio en las células de 
músculo liso vascular y endoteliales: canales de K+ dependientes de Ca2+ (de 
larga-, intermedia- y pequeña-conductancia); canales de K+ dependientes de 
ATP; canales de K+ dependiente de voltaje (de larga-, intermedia- y pequeña-
conductancia); y canales de K+ inward-rectifying (rectificadores internos).  
4.1.-  Canales de potasio dependientes de Ca2+ (BKCa, IKCa, SKCa)  
Los canales de K+ dependientes de Ca2+ (KCa) de dividen en tres grupos según 
sus rangos de conductancia: (1) de larga conductancia, BKCa (200-250pS); (2) 
conductancia intermedia, IKCa (20-40 pS) y (3) pequeña conductancia, SKCa (5-
10 pS). Los tres tipos son sensibles al Ca2+ pero con distinta afinidad y cada 
uno presenta propiedades moleculares, biofísicas y farmacológicas propias, 
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además están codificados por distintos genes (Jersen et al, 2001; Atikinson et 
al, 1991).  
Los canales KCa están expresados en muchos tipos celulares, donde juegan un 
papel esencial en la regulación de varias funciones celulares. Los canales 
BKCa, junto con los IKCa y los SKCa, se expresan en las células endoteliales, sin 
embargo en las células musculares lisas sólo se expresan los IKCa (en situación 
proliferativa) y los canales BKCa. En particular, los canales BKCa están muy 
estudiados en las células de músculo liso vascular, porque contribuyen al 
control del tono vascular (Eichhorn y Dobrev, 2007).  
Estructuralmente, los canales BKCa son un tetrámero de subunidades α que 
forman un poro y cuatro subunidades β adicionales que pueden modificar las 
propiedades básicas del canal. Cada subunidad α está compuesta por 11 
dominios hidrofóbicos, 7 de ellos son transmembrana (S0-S7) y 4 son 
citoplasmáticos (S8-S10). La subunidad α presenta alta sensibilidad a la 
concentración de Ca2+ intracelular en su región citoplasmática, pero también 
tiene un sensor al voltaje de la membrana en el dominio S4 debido a que este 
segmento contiene aminoácidos cargados positivamente (Korovkina y England, 
2002). La subunidad β está formada por 2 dominios transmembrana (S1 y S2), 
existen 4 isoformas. La isoforma β1 es la predominante en las células de 
músculo liso vascular (Jiang et al, 1999) y su principal función es incrementar la 




Figura 9: Representación esquemática de una subunidad α y una subunidad 





La función de los canales BKCa en las células de músculo liso vascular está 
regulada por diversidad de factores vasodilatadores y vasoconstrictores. Por 
ejemplo, los canales BKCa pueden activarse directamente por el NO derivado 
del endotelio (Bolotina et al, 1994) o por cGMP (Fukao et al, 1999); la cascada 
de reacción que produce  el cGMP, produce que la PKG fosforile el canal en las 
ser-1072, dando como resultado su activación (Calderone, 2002);sin embargo, 
se ha descrito que la actividad de los canales BKCa también puede estar 
regulada por los niveles de cAMP y por su consecuente acción sobre la PKG, 
no sobre la PKA, pues se ha descrito, en arterias pulmonares y coronarias, que 
al estimular con forskolina (activador de la adenilato ciclasa y PKA)  ó CPT-
cAMP (derivado de cAMP permeable) en células de músculo liso vascular, se 
produce la activación de los canales BKCa y esta activación es inhibida al 
incubar con el inhibidor especifico de la PKG, sin embargo, no se ve modificada 
al bloquear la actividad de la PKA (Barman et al, 2003; White et al, 2000a).  
Otros factores como la AII y la ET-1 pueden inhibir la actividad del canal BKCa a 
través del la activación de la PKC (Barman et al, 2004a), sin embargo, también 
se ha descrito que elementos de la cascada de señalización de la AII pueden 
activar estos canales (Ling et al, 2000); esto sugiere una compleja regulación 
de los canales BKCa. 
En las células endoteliales el cGMP está involucrado en la activación de los 
canales BkCa, pero no requiere a la PKG, lo cual indica que existen distintos 
mecanismos dependientes de cGMP para la activación de los canales BKCa 
entre las células endoteliales y del músculo liso (Eichhorn y Dobrev, 2007).  
En ambos tipos celulares, los ROS inducen la inhibición del canal por medio de 
los ONOO-. Sin embargo, se ha descrito que el H2O2 puede activar el canal (1) 
directamente por modificaciones moleculares (Hayabuchi et al, 1998); (2) a 
través de un incremento de Ca2+ intracelular (Roveri et al, 1992); (3) a través 
del metabolismo del ácido araquidónico (AA) (Barlow y White, 1998); por el 
contrario, puede inhibirlo, evitando su actividad fisiológica. El efecto del H2O2 
sobre los canales BkCa es complejo y depende a las condiciones 
experimentales utilizadas o al tipo celular analizado (Gutterman et al, 2005). En 
este sentido, en machos se ha descrito que los O2- en ausencia de hormonas 
sexuales ejercen un papel vasodilatador a través de la activación de los 
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canales BKCa (Ferrer et al, 1999), poniendo de manifiesto la existencia de una 
regulación hormonal sobre la actividad del canal.  
Enfermedades como la hipertensión, la aterosclerosis y la diabetes están 
asociadas con alteraciones en el funcionamiento del de los canales BKCa. En el 
caso de la hipertensión, la actividad del canal esta incrementada, como la 
amplitud de corriente, elevando el potencial de membrana y por consecuente el 
tono vascular, en aterosclerosis el incremento de la actividad de los canales 
BKCa en las células endoteliales y musculares es consecuencia de un 
mecanismo compensatorio y  sin embargo en diabetes se disminuye su 
actividad a causa de una disminución en la sensibilidad al Ca2+ por una menor 
expresión de la subunidad β (Eichhorn y Dobrev, 2007). 
  
4.2-  Canales de potasio dependientes de ATP (KATP) 
Los canales de KATP están ampliamente distribuidos en multitud tejidos, 
incluidos el corazón y la vasculatura, participando con un papel esencial en la 
regulación del sistema cardiovascular (Kurachi, 1998).  
Cambios en la concentración intracelular de ATP y adenosín difosfato (ADP) u 
otros nucleótidos determinan la actividad del canal (Babenko et al, 1998)  
Estructuralmente, está formado por un hetero-octámero que contiene dos tipos 
diferentes de subunidades; cuatro subunidades Kir que forman el poro del 
canal y cuatro subunidad SUR.  
La subunidad Kir está codificada por unos genes de la familia de Kir, genes 
rectificadores internos (inward rectifier) que se definen por ofrecer una fuerte 
conductancia, tanto hacia dentro, como hacia fuera obteniendo el potencial de 
membrana. Se han identificado 7 subfamilias Kir (1.X-7.X), pero los canales 
KATP pertenecen a la subfamilia Kir6.X (Kubo et al, 2005) de la que se han 
descrito dos isoformas: Kir6.1 y Kir6.2, ambas presentes en la vasculatura (Gao 
et al, 2005; Miki y Seino, 2005). La subunidad Kir6.X está formada por dos 
segmentos transmenbrana (M1, M2) entre los cuales se encuentra la región-
poro, los extremos N- y C-terminal se encuentran en el citoplasma.  
La diversidad molecular que existe entre especies y tejidos en los canales KATP 
es provocada por la variedad de isoformas de la subunidad SUR (SUR1, 
SUR2A y SUR2B), en el músculo vascular se ha descrito la subunidad SUR2B 
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(Gribble y Reimann, 2002). La subunidad SUR es un receptor de sulfonylureas 
(drogas antidiabéticas) que pertenece a la superfamilia ABC (ATP-binding 
cassette) (Higgins, 1995; Demolombe y Escande, 1996; Jones y George, 
1999). Estructuralmente, cada subunidad SUR, está formada por 17 segmentos 
transmembrana, agrupados en tres grupos o dominios: TMD0 (5 segmentos), 




Figura 10: Representación esquemática de la estructura de la 
subunidad Kir y SUR del canal KATP. 
 
También se han descritos estos canales en las células endoteliales, donde son 
responsables de mantener el potencial de membrana y de la liberación de 
compuestos vasoactivos. Así, en cultivos celulares endoteliales, la activación 
de estos canales provoca un incremento de lo niveles de Ca2+ intracelular y en 
la liberación de NO (Wang et al, 2007). Se han identificado sitios específicos de 
fosforilación provocados por las enzimas PKC y PKA en la subunidad Kir6.X 
modulando la actividad del canal, por ejemplo, se ha descrito que los derivados 
del AA, los ácidos epoxyeicosatrienoicos (Lu et al, 2006),  la prostaciclina 
(PGI2) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Mannhold, 
2004) a través de la PKA activan los canales KATP, así mismo también se ha 
descrito la participación de la PKA sobre la subunidad SUR2B dando también 
actividad al canal (Shi et al, 2008). Sin embargo, vasoconstrictores como 
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y vasopresina inhiben el canal a través 
de la PKC (Mannhold, 2004). Al igual que con los canales KCa, en los canales 
KATP también participan las ROS en su regulación. Así, se ha descrito que el 
H2O2 puede interaccionar con la subunidad SUR, provocando una disminución 
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en la afinidad de esta por el ATP (Ichinari et al, 1996) o puede directamente 
reducir las concentraciones citosólicas de ATP (Hyslop et al, 1988), lo que lleva 
a la activación del canal, también se ha descrito que los O2- inhiben al canal por 
sus acción sobre la PKC (Kinoshita et al, 2004) o por el contrario la formación 
de un factor relajante de naturaleza desconocida que abre los canales KATP 
(Marín y Rodríguez-Martínez, 1995). 
4.3.-  Canales de potasio dependientes de voltaje (KV) 
Se ha descrito que estos canales están presentes extensamente en las células 
endoteliales y de músculo liso vascular (Korovkina y England, 2002). 
Los canales Kv se activan en respuesta a una despolarización de la membrana 
dando como resultado una repolarización y volviendo al potencial de reposo 
celular. La despolarización de la membrana activa la entrada de Ca2+ y la 
consiguiente activación de la maquinaria de contracción. Por lo tanto, tomando 
estos dos mecanismos juntos, la función de los canales Kv es limitar la 
despolarización de la membrana y mantener el tono vascular (Korovkina y 
England, 2002; Ko et al, 2008).  
Estructuralmente los canales de Kv están formados por tetrámero de 4 
subunidades α, cada subunidades α está compuesta por 6 dominios trans-
membrana (S1-S6) con un N- y C-terminal citoplasmático, el dominio S4 es 
sensible al voltaje (similar al dominio S4 de los canales BKCa) y asociada a una 
subunidad β auxiliar citoplasmática (Figura 11).  
 
Figura 11: Representación esquemática del la estructura 




Hasta ahora se han identificado 30 genes capaces de codificar las distintas 
subfamilias de subunidades α de los canles Kv (Levitan y Takimoto, 1998) y la 
regulación de la expresión de estos genes depende de varios factores, como 
regulación hormonal, factores transcripcionales, etc. Al igual que los canales 
BKCa, se ha visto que los canales Kv pueden ensamblarse como un homo- o 
hetero-tetrámero, y dependiendo de la subunidad β auxiliar a la que se une el 
canal Kv puede seguir distintos caminos funcionales. La subunidad β puede 
ofrecer al canal propiedades activadoras o inhibidoras y regular la expresión y 
la propia corriente del canal (Korovkina y England, 2002). 
En la regulación de la actividad de los canales Kv también están implicadas 
distintas sustancias vasoactivas, así por ejemplo, la AII modula negativamente 
la actividad del canal (Hayabuchi et al, 2001) y el H2O2, tiene un efecto 
contrario al que tiene en los canales BKCa, pues su papel al incrementar la  
concentración intracelular de Ca2+, provoca un inhibición en los canales Kv, 
mientras que provoca una activación en los canales BKCa (Post et al, 1995; Cox 
y Petrou, 1999).  
4.4.-  Canales de K+ inward-rectifying (Kir) 
Los canales Kir son abundantes en las células de músculo liso vascular en los 
vasos de resistencia de pequeño calibre. La función exacta de estos canales no 
está definida completamente, pero se pueden citar dos posibilidades básicas: la 
primera, los canales Kir contribuyen en el potencial de membrana de reposo y 
en el tono basal de los vasos de resistencia de pequeño calibre; la segunda, la 
activación de los canales Kir en respuesta a un moderado incremento de la 
concentración extracelular de K+, causa vasodilatación (Ko et al, 2008). 
Estructuralmente, los canales Kir son tetrámeros formados por 4 subunidades 
α, cada una de las subunidades tienen únicamente 2 dominios transmembrana 
y están unidas a 4 subunidades β, que confieren la funcionalidad al canal. La 
subunidad α está codifica por miembros de la familia de genes Kir, como los 
anteriormente citados con los canales KATP (Kubo et al, 2005). Existen 
discrepancias en lo que se refiere a los genes Kir que codifican la subunidad α 
de este tipo de canales. Se ha descrito que la subunidad α está codificada por 
la subfamilia Kir.2.X (Kir 2.1- Kir 2.4), sugiriendo que Kir2.1, pero no Kir2.2 y 
Kir2.3, está presente en el músculo vascular (Chrissobolis et al, 2000); sin 
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embargo, se ha sugerido que los canales Kir en las arterias cerebrales 
contienen Kir2.1 y Kir2.2 (Wu et al, 2007a), además se ha detectado la 
expresión de Kir 2.1 y Kir2.4 en cultivo celular de músculo liso vascular de 
arterias pulmonares humanas (Tennant et al, 2006). 
Los canales Kir son sumamente receptivos a agentes vasoactivos, así, por 
ejemplo, los vasoconstrictores ET-1 y AII inhiben la función del canal por la 
activación de la PKC y la adenosina estimula la actividad del canal por medio 
del incremento de los niveles de cAMP y la consecuente activación de la PKA 
(Park et al, 2008a). 
5.-  HORMONAS SEXUALES FEMENINAS 
5.1.-  Síntesis  
Los estrógenos y progestágenos son hormonas endógenas que producen gran 
variedad de efectos fisiológicos. En el caso de las hembras, estas funciones 
comprenden acciones vinculadas con el desarrollo, efectos neuroendocrinos 
involucrados en el control de la ovulación, preparación cíclica de las vías de 
reproducción para la fecundación e implantación del embrión. 
Su producción y secreción se produce fundamentalmente en los ovarios, 
aunque también existe síntesis de estrógenos y progestágenos en la corteza 
suprarrenal.  
Su liberación, en los ovarios, está promovida por la hormona folículo 
estimulante (FSH) y por la hormona luteinizante (LH), que son sintetizadas en 
la adenohipófisis y liberadas a su vez en respuesta a la hormona hipotalámica 
liberadora de gonadotropinas hipotalámica (GnRH).  Las gonadotropinas (LH y 
FSH) originan el crecimiento y la maduración del folículo de Graaf en los 
ovarios y de la producción de estrógenos y progesterona. Las hormonas 
sexuales, a través de un mecanismo de retroalimentación negativa sobre 
neuronas del hipotálamo y células endocrinas de la adenohipófisis, inhiben la 
producción de FSH y LH y regulan la liberación de GnRH. Además el útero 
también tiene una actividad endocrina (progesterona, relaxina, prostaglandinas) 
en respuesta a las hormonas ováricas y estos productos, a su vez, controlan la 




Figura 12: Control neuroendocrino de la secreción de hormonas 
sexuales, en mujeres. Modificado de  Goodman y Gilman (1996).  
Estas distintas hormonas no se producen de manera constante a lo largo del 
ciclo sexual, sino que su secreción es muy distinta en las diferentes etapas del 
mismo. En el caso de las ratas, el ciclo estral se divide en cuatro fases: estro, 
metaestro, diesteo y proestro (Figura 13).  
 
 
Figura 13: Niveles plasmáticos de los niveles de gonadotropinas 
(hormona luteinizante: LH y hormona folículo estimulante: FSH) y de 
esteroides (progesterona y estradiol) durante el ciclo estral de la rata. 
Modificado de Kinke (2000). 
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La secreción de hormonas sexuales en la corteza suprarrenal está estimulada 
por la acción de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) liberada por la hipófisis, 
produciendo fundamental y constantemente dehidroepiandrosterona (DHEA), 
precursor de los andrógenos y estrógenos. Aún así, la secreción de estrógenos 
y progesterona a partir de la corteza suprarrenal es mínima y constante a lo 
largo del ciclo (Guyton y Hall, 2007).  
Al igual que el resto de hormonas de naturaleza esteroidea 
(mineralocorticoides, glucocorticoides y andrógenos), los estrógenos se 
sintetizan a partir del colesterol. La activación de la síntesis de las hormonas 
esteroideas implica que se produzca hidrólisis de los ésteres de colesterol y 
tránsito del colesterol a la mitocondria, donde se transforma en pregnenolona, 




Figura 14. Ruta simplificada de la síntesis de progesterona, estrógenos y testosterona, 
HSD: hidroxiesteroide dehidrogenasa (Modificado de Littleton-Kearney y Hurn, 2004 y 
ampliado de Mizrachi y Auchus, 2009). 
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Tanto el estrógeno como la testosterona derivan directamente del producto de 
la degradación de la pregnenolona, la androstenediona (AD). La regulación de 
la producción y actividad de los mismos es debida a la actividad de la enzima 
hidroxisteroide dehidrogenasa (HSD). Han sido descritas dos docenas de 
enzimas con la actividad de la HSD, pero sólo se conoce los mecanismos de 
acción de un pequeño número: la 17β-HSD3, cataliza la producción de 
testosterona (T) a partir de la AD (Geissler et al, 1994); la 17β-HSD1, que 
produce la reducción de estrona (E1) a 17β-estradiol (E2), (Luu-The et al, 
1995); la 17β-HSD2, que oxida tanto la T como el E2 a sus precursores AD y 
E1, respectivamente (Wu et al, 1993). Todas las HSDs necesitan cofactores 
nicotínicos para catalizar la reacción de oxidación o reducción de los 
esteroides, utilizando NAD+/NADPH como fuente de energía, respectivamente 
(Mizrachi y Auchus, 2009). Algunas HSDs pueden, in vitro, catalizar la reacción 
en ambos sentidos, con un pH y concentración de cofactor determinado, pero, 
in vivo, su acción es unidireccional, porque la reacción es mucho más rápida en 
un sentido que en el otro. Cada una de estas 3 isoformas ejerce su función en 
diferentes condiciones, la 17β-HSD1, en la placenta y en el ovario; 17β-HSD3, 
en los testículos; y 17β-HSD2 en el tejido periférico (Mizrachi y Auchus, 2009).     
E2 también puede producirse a partir de la T, por la acción de la enzima P450 









5.2.-  Efectos vasculares. Mecanismos de acción 
Se han identificado receptores de las hormonas sexuales citosólicos y en 
compartimentos nucleares en varios tipos celulares, incluidas las células 
endoteliales y células de músculo liso vascular. La interacción de las hormonas 
sexuales con su receptor citosólico/nuclear estimula un gran número de efectos 
vasculares genómicos, pero también las hormonas sexuales pueden 
interaccionar con  receptores específicos de membrana e inducir efectos 
vasculares no genómicos (Orshal y Khalil, 2004). 
-Efectos genómicos: El estradiol interacciona intracelularmente con sus 
receptores  estrogénicos (ERs), de los que han sido identificados dos subtipos, 
ER-α y ER-β (Mendelsohn, 2002), ambos pertenecen a la superfamilia de 
receptores hormonales nucleares codificados por distintos genes localizados en 
diferentes cromosomas (Dahlman-Wrigrht et al, 2006), multitud de mecanismos 
incluyendo cambios epigenéticos, metilaciones especificas de DNA, splicing de 
RNA alternativo, etc., pueden provocar multitud de isoformas de cada uno de 
los receptores, así, metilaciones de los genes de ambos ERα y ERβ, están 
asociados con aparición de aterosclerosis (Miller y Duckles, 2008).  
El mecanismo de acción génico de los distintos esteroides es que el complejo 
receptor-ligando se transloca al núcleo donde la hormona ejerce su función 
alterando la transcripción génica (Littleton-Kearney y Hurn, 2004); el E2 induce 
la migración y proliferación endotelial (Geraldes et al, 2002) así como la 
fosforilación de las MAPK, inhibiendo su actividad en las células de músculo 
liso (Dubey et al, 1999) e inhibe el crecimiento celular, por la activación de la 
PKA en las células de músculo liso (Dubey et al, 2000) 
-Efectos no genómicos: Datos recientes de la acción vascular del 17β-estradiol, 
indican que las hormonas sexuales femeninas modulan la reactividad vascular. 
Muchas de estas acciones se presentan como mecanismos independientes a 
los efectos genómicos, anteriormente descritos, desencadenando cascadas de 
señalización endotelio-dependientes o endotelio-independientes (Leung et al, 
2007). Por ejemplo, los estrógenos pueden estimular la relajación vascular 
mediada por efectos endotelio-dependientes participando en las rutas NO-
cGMP, PGI2-cAMP y canales de potasio; y en mecanismos endotelio-
independientes como es inhibiendo posibles mecanismos de señalización en la 
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contracción de las células musculares lisas, a través de la concentración 
intracelular de Ca2+ y/o la regulación molecular PKC o PKA o de sus cofactores 
lipídicos (Orshal y Khalil, 2004; Dubey et al, 2000). Se ha descrito que el 
posible receptor que activa esta variabilidad de mecanismos es el receptor 
estrogénico acoplado a una proteína G (GPER), sin embargo no existe todavía 
una certeza científica de ello (Miller y Duckles, 2008). 
Endotelio vascular 
Las hormonas sexuales inducen la estimulación de mecanismos endotelio-
dependientes que contribuyen en las diferencias del tono vascular en los 
distintos sexos (Orshal y Khalil, 2004). La producción total de NO es mayor en 
mujeres premenopáusicas que en hombres (Forte et al, 1998) y los estrógenos 
parecen ser los responsables de estas diferencias (Darkow et al, 1997; Knot et 
al, 1999). 
Los estrógenos incrementan la expresión de NOS, pues se ha visto que al 
transferir genes de ERα en células endoteliales de aorta de bovino, se 
incrementa la expresión de NOS (Tan et al, 1999); también  pueden regular la 
actividad de NOS, y por lo tanto la producción de NO y ejercer su efecto sobre 
el tono vascular. Paralelamente, los estrógenos producen un incremento en la 
liberación de monóxido de carbono (CO), en los niveles de la enzima 
hemooxigenasa 2 (HO-2) y en los niveles de cGMP, sugiriendo al CO como 
una posible molécula mediante la cual los estrógenos regulan el tono vascular 
(Tschugguel et al, 2001). 
Se ha descrito que los estrógenos pueden aumentar la expresión de la enzima 
ciclooxigenasa (COX), y la síntesis de PGI2 en células endoteliales de la vena 
umbilical humana (Jun et al, 1998), pero por el contrario parece que los 
prostanoides no participan en la relajación inducida por estrógenos en arterias 
coronarias (Jiang et al, 1991). 
También se ha descrito que los estrógenos participan en el grado de 
hiperpolarización de la membrana, puesto de se ha visto que en arteria 
mesentérica la hiperpolarización y relajación inducida por ACh es menor en 
ratas ovariectomizadas que en las ratas hembras intactas y esta diferencia en 
la respuesta a ACh se elimina al bloquear en ambos casos los canales de K+ 
(Sakuma et al, 2002).También se ha visto como los estrógenos modulan la 
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producción de ROS, mediante la regulación de las proteínas implicadas en la 
respiración mitocondrial, y la expresión y actividad de SOD (Strehlow et al, 
2003) actuando como agentes antioxidantes. Estructuralmente los estrógenos 
poseen un protón en el grupo hidroxilo de su anillo aromático que puede 
detoxificar el medio de O2- (Behl et al, 1997), es decir los estrógenos tiene la 
capacidad de atenuar el estrés oxidativo y la inflamación a través de sus 
propiedades antioxidantes, sin embargo, los estrógenos también pueden tener 
propiedades proinflamatorias incrementando la producción de O2- a través del 




Figura 16: Representación de los efectos de los estrógenos en las células 
endoteliales.  Efectos genómicos: el estrógeno (E2) se une a sus receptores 
estrogénicos citosólicos/ nucleares (ER) y se trasloca al núcleo, donde incrementa la 
transcripción génica, la proliferación celular y la expresión de eNOS, COX y HO-2. 
Efectos no genómicos: el E2 unido a sus ER de membrana, activa el incremento de 
Ca2+ intracelular a través de los canales de Ca2+ y de la salida del retículo 
endoplasmático (no mostrado en el dibujo) que activa a la eNOS provocando un 
incremento de los niveles de NO. El complejo E2-ER puede inactivar la producción de 
O2- a través de la NADPH, previniendo la inactivación del NO con los O2- y activar la 
COX, provocando un incremento de PGI2. Los estrógenos producen también un 
incremento en la liberación de CO. E2-ER puede incrementar la producción del factor 
hiperpolarizante derivado de endotelio que activa los canales de K+ causando 
hiperpolarización e inhibiendo la entrada de Ca2+. Todos estos efectos inducen en el 
músculo liso vascular relajación (Modificado de Orshal y Khalil, 2004) 
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El papel de la progesterona no esta tan definido, aunque, parece que su 
función contrarresta la estimulación de los estrógenos en la vasorrelajación 
endotelio-dependiente (Miller y Vanhoutte, 1991). También se ha descrito que 
la progesterona puede ejercer su efecto directo a través de mecanismos no 
genómicos activando la COX e incrementando la síntesis de PGI2  en aorta de 
rata (Selles et al, 2002). 
La estrona incrementa la producción de NO endotelial mediante efectos 
genómicos a través del incremento de la actividad de la MAPK y también 
incrementa la liberación de la  PGI2 (Rauschemberger et al, 2008).  
Músculo liso vascular 
Se han descrito distintas respuesta a donantes de NO en diferentes vasos 
entre machos y hembras, sugiriendo que existen diferencias de sexo en la 
respuesta mediada por el NO en las células de músculo liso vascular y de la 
existencia de una posible regulación hormonal. Se ha observado como los 
estrógenos causan la activación de la enzima adenilato ciclasa (AC) 
provocando una mayor liberación de cAMP, que activa a la PKA; Speir et al 
(2000) sugieren que el estradiol mediante mecanismos no-genómicos inhibe al 
factor de trascripción NF-κB y la liberación de ROS obteniendo una 
consecuente protección de la PKA sobre la oxidación, pero también se ha 
descrito que el cAMP puede tener reactividad cruzada y activar a la PKG 
(Komalavilas y Lincoln, 1996) provocando una regulación de los estrógenos 
sobre los canales de K+ (Kähönen et al, 1998). 
Así mismo, se ha descrito que los estrógenos participan en la regulación de la 
concentración intracelular de Ca2+ (Murphy y Khalil, 2000), pueden directa o 
indirectamente actuar sobre los canales plasmáticos de Ca2+, como por 
ejemplo, estimulando la extrusión de Ca2+ a través de la activación de la 
Ca2+/ATPasa (Prakash et al, 1999) o a través de la activación de los canales 
BKCa (White et al, 1995). 
También se ha descrito como los estrógenos, por vía de mecanismos 
genómicos, regulan la actividad de la MAPK, inhibiendo la proliferación celular 




Figura 17: Representación de los efectos de los estrógenos en las células de músculo 
liso vascular. En los efectos genómicos, el estrógeno (E2) se une a sus receptores 
estrogénicos citosólicos/nucleares (ER) y se trasloca al núcleo, donde inactiva la 
transcripción génica y la proliferación celular, al inhibir la estimulación de los factores 
de crecimiento (GF) sobre la MAPK. En los efectos no genómicos el complejo E2-ER 
de membrana activa la hiperpolarización de la membrana activado los canales de K+ 
directamente, lo cual inhibe la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ de 
membrana, e inhibe la actividad de la PKC que participa sobre la MLCK (quinasa de la 
cadena ligera de miosina). El complejo E2-ER de membrana estimula la acción de la 
Ca2+-ATPasa, disminuyendo la concentración de Ca2+ intracelular e impidiendo la 
fosforilación de la cadena ligera de miosina (MLC), necesaria par que se produzca la 
contracción. También el E2-ER activa la adenilato ciclasa e incrementa la liberación de 
cAMP, el cual activa a la PKA y PKG. La PKG activa los canales de K+ e inhibe la 
entrada de Ca2+ por sus canales específicos. El resultado de todos estos mecanismos 
es mantener la relajación o disminuir la contracción del músculo liso vascular.   
El papel de la progesterona, en relación a los niveles de Ca2+ intracelular, no 
está claramente definido, sin embargo, se ha descrito que la aplicación de la 
progesterona, disminuye la entrada de Ca2+ y por tanto la concentración de 
Ca2+ en células de músculo liso coronaria de conejo y porcino (Murphy y Khalil, 
1999).  
La estrona puede actuar mediante mecanismos genómicos y no genómicos 
(Rauschermberger et al, 2008). Se ha descrito que la estrona incrementa 
rápidamente la actividad de la PLC, incrementado la generación de 
diacylglicerol (Massheimer et al., 2006), promueve la proliferación de las 
Introducción 
 49
células de músculo liso vascular, mediante su efecto sobre la actividad de la 
PKC y que incrementa la síntesis de NO por activación de la cascada se 
señalización de la MAPK (Rauschermberger et al, 2008). 
6.-  ENVEJECIMIENTO. 
El envejecimiento se puede definir como un proceso multifactorial que induce 
una serie de cambios en las células y tejidos que van disminuyendo 
progresivamente la capacidad de mantenimiento de la homeostasis, 
aumentando la vulnerabilidad del organismo e incrementando el riesgo de sufrir 
enfermedades y muerte (Harman, 2001) 
6.1-  El envejecimiento y la función vascular 
El envejecimiento, per se, es uno de los mayores factores de riesgo para el 
sistema cardiovascular, ya que, está asociado con la aparición de anomalías de 
la pared vascular, tanto estructurales como funcionales. Uno de los principales 
cambios que ocurre con el envejecimiento es la disfunción endotelial, esto es, 
se produce una alteración en el equilibrio de sustancias vasodilatadores y 
vasoconstrictoras derivadas del endotelio (Matz y Andriantsitohaiana, 2003; 
Versari et al, 2009). La consecuencia mas obvia de la disfunción endotelial, es 
la disminución de la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio y esto 
es consecuencia de una alteración en la expresión o actividad de la eNOS, 
sobrerregulación de la iNOS e incremento de los producción de especies 
reactivas de oxigeno (Versari et al, 2009). Se le ha asociado al envejecimiento 
con una reducción de la capacidad regenerativa del endotelio y con 
senescencia endotelial (Yildiz, 2007), adicionalmente, se describió la 
posibilidad de que estuvieran alterado la expresión de eNOS y/o la liberación 
de NO (Marín y Martín-Rodríguez, 1999), así como la liberación de cGMP 
(Ferrer et al, 1998). 
Se ha descrito que, en el envejecimiento, está incrementado el tono 
vasoconstrictor mediado por ET-1 (Stauffer et al, 2008), y disminuida la 
respuesta inducida por donantes de NO (Wu et al, 2007b; Stice et al, 2009). En 
este sentido, el envejecimiento está relacionado con un incremento de la 
expresión de COX-1 y una mayor liberación de prostanoides vasoconstrictores 
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(Tang y Vanhoutte, 2008). Se ha demostrado que el envejecimiento está 
asociado con el impedimento progresivo en la función endotelial tanto en 
arterias de conductancia como vasos de resistencia, principalmente por el 
incremento en la producción de ROS (Versari et al, 2009). 
Se ha descrito que el envejecimiento induce una reducción de la subunidad α 
de los canales BKCa en las células de músculo liso coronarias (Yildiz, 2007) y 
un incremento de la expresión de los receptores de los derivados de COX-1 y 
de PGE2 en las células musculares (Tang y Vanhoutte, 2008).   
En el envejecimiento las células de músculo liso vascular migran 
progresivamente de la túnica media para acumularse en la túnica intima. 
También esta asociado con cambios de proliferación, de comportamiento 
apoptótico y de respuesta a distintos factores de crecimiento. Estas 
alteraciones en las propiedades de las células de músculo liso vascular 
representan un episodio crucial en la biología de la pared arterial que favorece 
el desarrollo de la aterosclerosis (Orlandi et al, 2006). 
6.2-  El envejecimiento y las hormonas sexuales     
El envejecimiento está relacionado con una disminución de los niveles de 
hormonas sexuales endógenas circulantes afectando a numerosas funciones 
del organismo de la mujer, entre otras la función cardiovascular. Se ha descrito 
que con el envejecimiento los niveles de estrógenos circulantes disminuyen y 
que además pierden afinidad por sus receptores citosólicos/nucleares y de 
membrana. También se ha descrito que el envejecimiento disminuye (Qiao et 
al, 2008) o no modifica (Stice et al, 2009) la expresión de eNOS.  
Sobre la cascada de señalización del NO, se ha citado que en envejecimiento 
no altera (Briones et al, 2005) o disminuye (Stice et al, 2009) la expresión de 
sCG, así como una disminución en la actividad de sGC (Moritoki et al, 1992) o 
en la afinidad del NO (Stice et al, 2009). 
La pérdida de las hormonas sexuales endógenas tras la menopausia va 
acompañado de un deterioro de la función del sistema inmune con una 
superproducción de ROS y citoquinas proinflamatorias como la IL-1β, IL-6 y 
TNFα (Chakrabarti et al, 2008). Todo ello hace que la probabilidad de sufrir 
enfermedades cardiovasculares se incrementa tras la menopausia como está 
descrito epidemiológicamente. Además, el envejecimiento supone un elemento 
Introducción 
 51
fundamental en la aparición de algunos factores de riesgo cardiovasculares 
como dislipemias, diabetes o hipertensión.  
En este sentido, se ha descrito que a lo largo del envejecimiento pueden existir 
cambios en los niveles de presión sanguínea en ambos sexos (Landahl et al, 
1986), en concreto en muchas mujeres dichos cambios suceden después de la 
menopausia, pero el mecanismo responsable no está todavía descrito 
(Reckelhoff y Fortepiani, 2004). Se han descrito que las modificaciones que 
producen el envejecimiento o la hipertensión en la regulación del tono vascular 
son similares (Tang y Vanhoutte, 2008), sin embargo, estos cambios no 
siempre van unidos. 
La importancia de conocer e evitar la hipertensión en el envejecimiento, tiene 
un gran interés, ya que la hipertensión es un factor de riesgo de distintas 
enfermedades cardiovasculares (Reckelhoff y Fortepiani, 2004). 
Epidemiológicamente el índice de sufrir enfermedades cardiovasculares está 
relacionado con el sexo, puesto que en humanos, los varones sufren más 
episodios que las mujeres premenopáusicas igualándose dichas diferencias 
tras la menopausia. Por esto tradicionalmente se le ha otorgado, a las 
hormonas sexuales femeninas endógenas, un papel protector en el sistema 
cardiovascular, considerándose, su ausencia, la causa de que en mujeres 
postmenopáusicas se produjera la hipertensión u otras enfermedades 
cardiovasculares. Sin embargo, la disminución de los niveles de hormonas 
sexuales endógenas, y los cambios fisiológicos que ello conlleva, no constituye 
la única causa de la presencia de hipertensión en el envejecimiento. Muchos 
han sido los estudios realizados con terapia sustitutiva estrogénica en 
pacientes postmenopáusicas hipertensas que han intentado revertir la 
hipertensión, pero no todos lo han conseguido (Harrison-Bernard y Raij, 2000), 
indicando la existencia de otros factores. En este sentido, se ha relacionado la 
aparición de la hipertensión en el envejecimiento con el incremento del índice 
de masa corporal, más que con la perdida funcional ovárica (Portaluppi et al, 
1997). 
Muchos son los estudios que intentan demostrar cómo se revierten algunas 
alteraciones concretas producidas por la menopausia y el envejecimiento con 
una terapia sustitutiva de hormonas sexuales, en concreto de 17β-estradiol. Sin 
embargo, existe gran controversia sobre los efectos beneficiosos de la terapia 
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estrogénica en mujeres postmenopáusicas ya que han producido efectos 
perjudiciales (Teede, 2007). También, en pacientes con menopausia precoz se 
han observado anomalías vasculares, que no se revierten con una terapia 
estrogénica (Kalantaridou et al, 2005), indicando la existencia de otros factores 
derivados de los ovarios, diferentes a los estrógenos, implicadas en la 
regulación de la función vascular. 
Existen numerosos estudios funcionales y mecanísticos que analizan el efecto 
de una determinada hormona sexual, fundamentalmente los estrógenos,  sobre 
los efectos inducidos por la ovariectomía con resultados muy distintos. Esta 
situación pone de manifiesto la complejidad de los sistemas biológicos, y que 
en las alteraciones cardiovasculares producidas por la pérdida de función 
ovárica participan otras hormonas diferentes a los estrógenos. También es 
importante señalar que los resultados pueden estar condicionados por el 
modelo y las condiciones experimentales utilizadas. 
Con todos estos datos, sería importante conocer los mecanismos intracelulares 
por los que la función ovárica regula el tono vascular, tanto en la edad adulta 
como en el envejecimiento. 
Puesto que el NO ejerce un papel crucial en el mantenimiento de la función 
vascular, se estudiara su participación en la respuesta vasodilatadora 
analizando las posibles alteraciones en su vía de señalización. 
Este estudio, nos permitirá ampliar información acerca de los mecanismos 





















Los objetivos concretos del presente trabajo ha sido analizar, en aorta de rata, 
el efecto de la función ovárica y su posible modificación en el envejecimiento 
sobre: 
1. Los niveles séricos de progesterona, estrona, 17β- estradiol y 
testosterona 
2. Los aniones superóxido, valorando: 
i. formación de aniones superóxido; 
ii. expresión y actividad de las SODs; 
3. La vía de señalización del NO endotelial, valorando: 
i. expresión de eNOS; 
ii. liberación y función de NO endotelial; 
iii. formación de cGMP; 
iv. actividad de PKG, PKA, PKC; 
v. participación del NO endotelial, sGC y PKG en la respuesta 
vasodilatadora inducida por ACh; 
vi. participación de la actividad de la PKG sobre la liberación y 
función de NO endotelial. 
4. Los canales de KCa y KATP, valorando: 
i. expresión de los canales KCa y KATP  
ii. participación de los canales KCa y KATP en la liberación de NO 
endotelial, y la respuestas inducidas por ACh y NPS; 
iii. efecto regulador de la PKG sobre la respuesta relajadora inducida 
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1.-  Animales de experimentación  
Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dawley  jóvenes (6 meses) y viejas (20-22 
meses) divididos en dos grupos, ratas controles y ovariectomizadas. Todos los 
animales fueron estabulados en el animalario de la Universidad Autónoma de 
Madrid (Número de Registro EX021U) de acuerdo con las normas establecidas 
por la Unión Europea en la directiva del Consejo 609/86/CEE, recogidas en el 
B.O.E. nº 256 de 25/10/90 y R.D. 233/88 del Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación de España (12 horas de ciclo luz/oscuridad y alimentación 
estándar con pienso y agua ad libitum). 
La ovariectomía bilateral se realizó a las 4 semanas de edad mediante 
intervención quirúrgica. La comprobación de que la operación había sido 
efectiva se realizó analizando la ausencia de ciclos ováricos mediante frotis 
vaginal y al observar la atrofia uterina tras el sacrificio del animal. Los animales 
controles se sacrificaron en fase estro, analizada por frotis vaginal. 
El sacrificio del animal se produjo mediante la inhalación de CO2 y posterior 
decapitación. La arteria aorta y el útero fueron cuidadosamente diseccionados 
eliminando el tejido conectivo. Para el lavado y mantenimiento se utilizó la 
solución fisiológica de Krebs-Henseleit (KHS) a 4ºC. La investigación  se 
realizó de acuerdo con las directrices “Guide for the Care y  Use of Laboratory 
Animals”, publicada por USA National Institute of Health (NIH publicación 
número 85-23, revisado en 1996) y la legislación española para el uso de 
animales de experimentación (R.D 1205/2005). 
2.-  Presión arterial 
En todos los grupos animales, a los 6  y 20 meses de edad se midió la presión 
arterial de forma indirecta mediante el método de pletismografía de la arteria 
caudal descrito por Buñag (1974). 
3.- Niveles séricos de progesterona, estrona, 17β-estradiol y testosterona. 
La extracción de la sangre se realizó mediante punción cardiaca y tras dos 
horas expuesta a temperatura ambiente se centrifugó a 2500 r.p.m. durante 15 
minutos, obteniéndose el suero sanguíneo.  
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El suero recolectado se congeló a -80ºC hasta el momento de su utilización. 
Los niveles séricos de progesterona, estrona, 17β-estradiol y testosterona 
analizados, se midieron utilizando los kit comerciales  de Cayman Chemical 
(Progesterone Estrone, Estradiol, Testosterone enzyme immunoassay kit). Los 
ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados 
obtenidos de los niveles de progesterona se expresaron en ng/ml y los niveles 
de estrona, 17β-estradiol y testosterona en pg/ml. 
4.-  Reactividad vascular 
Para medir la tensión isométrica, se utilizó la técnica descrita por Nielsen y 
Owman (1971). Para ello se colocaron los segmentos arteriales en un baño de 
órganos que contiene 5 ml de la solución de KHS a 37ºC en continuo burbujeo 
con Alphagaz™ mix 5% CO2/O2 (O2 95% y CO2 5%) proporcionando un pH 7.4-
7.6; a través del lumen de los segmentos arteriales, se introdujeron dos 
alambres de acero paralelos entre sí y con el segmento, estando uno de los 
alambres fijo a la pared del baño, y el otro móvil conectado a un transductor de 
fuerza (Grass FTO3C), lo que permite la aplicación de tensión perpendicular al 
eje longitudinal de los segmentos arteriales, la cual se registra en un polígrafo 
(Grass modelo 7D) conectado a dicho transductor. Los segmentos de aorta 
fueron sometidos a una tensión de 1g, siendo reajustada cada 15 minutos 
durante un periodo de estabilización de 90 minutos previo a la administración 
de cualquier fármaco (Figura 18). 
 
Figura 18: Esquema del baño de órgano aislado 
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En primer lugar se aplicó a las arterias una solución de KCl (75 mM) para 
comprobar su integridad funcional y en segundo lugar, después de un periodo 
de lavado y recuperación del tono basal, se comprobó la presencia de 
endotelio, observando el efecto que produce la adición de ACh (10 µM) a los 
segmentos arteriales previamente precontraídos con noradrenalina (NA, 1 µM).  
Tras un periodo de lavado y recuperación del tono basal, se realizaron curvas 
concentración-respuesta a ACh (10 nM-10 M), al donante de NO, 
nitroprusiato sódico (NPS; 10  nM-10 M) y al activador selectivo de los 
canales BKCa (NS-1619; 10 nM-10 µM). 
Para determinar la participación de NO y de su cascada de señalización, se 
realizaron curvas concentración-respuesta a ACh en presencia del inhibidor de 
la síntesis de NO, N(G)-nitro-L-arginine metilester (L-NAME, 0.1 mM) y del 
inhibidor de la sGC, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10 µM) 
en las arterias procedentes de animales jóvenes y viejos, control y 
ovariectomizados. 
Para estudiar el posible papel de los canales BKCa o de KATP se realizaron 
curvas concentración-respuesta a ACh y NPS en los segmentos arteriales 
precontraídos con NA, en presencia o ausencia de de sus inhibidores 
específicos, Charibdotoxina (0.1 µM) y Glibenclamida (10 µM) respectivamente. 
Para analizar la participación de la PKG en la relajación inducida por ACh y 
NPS en arteria procedentes de todos los grupos de animales, se realizaron 
curvas concentración-respuesta a ACh y NPS incubando con el inhibidor de la 
PKG, KT-5823 (1 µM). 
Para examinar el posible papel de los O2- se realizaron curvas concentración-
respuesta a ACh, y a NPS en los segmentos arteriales precontraídos con NA, 
en presencia del mimético de la SOD permeable a la membrana, tempol (0.1 
mM), en arterias procedentes de animales control y ovariectomizados. 
Para analizar el papel de la PKG en la respuesta mediada por la activación de 
los canales de BKCa, se realizaron curvas concentración-respuesta, al activador 
selectivo de los canales BKCa, NS-1619, en los segmentos arteriales 
precontraídos con NA, en presencia o ausencia de  KT-5823 (1 µM).  
La relajación fue calculada como el porcentaje de inhibición de la contracción 
inicial obtenida con la NA (1 µM). 
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5.-  Liberación de NO endotelial 
La liberación de NO endotelial en las aortas se midió utilizando la sonda 
fluorescente 4,5-diaminofluoresceína diacetato (DAF-2 DA) según la técnica 
descrita por Martín et al, (2005). Este compuesto penetra en las células, donde 
es hidrolizado por las esterasas citosólicas y transformado en 4,5 
diaminofluoresceína (DAF-2) que a su vez reacciona con el NO para formar el 
producto fluorescente triazolfluoresceína (DAF-2T), cuantificable mediante la 
utilización de un filtro de excitación de 492 nm y un filtro de emisión de 515 nm. 
Para realizar los experimentos, los segmentos de aorta procedentes de los 
animales jóvenes y viejos, control y ovariectomizados fueron sometidos a la 
tensión de 1g, como se indicó en los experimentos de reactividad vascular. 
Después de un periodo de estabilización de 60 minutos, los segmentos 
arteriales fueron incubados durante 45 minutos en una solución de HEPES (pH 
7,4) con DAF-2 (0,5 µM), y posteriormente se recogió el medio para medir la 
liberación basal de NO endotelial.  
Una vez repuesto el medio y para medir la liberación de NO endotelial inducida 
por la ACh, los segmentos arteriales se expusieron a una dosis de NA (0.1 µM) 
durante 2 minutos y seguidamente a concentraciones crecientes de ACh (0.1 
nM-10 µM) a intervalos de 1 minuto. 
La fluorescencia del medio fue medida a temperatura ambiente con un 
espesctrofluorímetro  (LS50 Pekín-Elmer Instruments, FL WINLAB Software, 
Bucks, UK). La liberación de NO endotelial inducida por ACh se calculó 
sustrayendo la liberación basal del NO de la producida por el estímulo. Se 
realizaron simultáneamente las medidas del medio sin arteria (blancos) para 
restar la emisión de fondo. Algunos experimentos se realizaron en presencia de 
L-NAME (0.1 µM) para asegurar la especificidad del método. Para analizar el 
papel de los canales BKCa y KATP y el papel de la PKG sobre la liberación de 
NO endotelial las arterias se incubaron con Charibdotoxina (0.1 µM, inhibidor 
de BKCa),  Glibenclamida (10 µM, inhibidor de KATP) o KT-5823 (1 µM, inhibidor 
selectivo de PKG), durante 30 minutos antes de la medición basal y durante la 
estimulación de ACh.  
La cuantificación de la liberación del NO endotelial está expresada en unidades 
arbitrarias por miligramo de tejido (U.A./mg). 
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6.-  Expresión de proteínas.  
La expresión eNOS, Cu/ZnSOD, MnSOD, subunidads α y β de BKCa, 
subunidades Kir6.1 y SUR2B de KATP y actina se llevó a cabo mediante 
Western Blot. 
6.1.- Preparación de las muestras 
Para el análisis de expresión de las distintas proteínas, los segmentos de aorta 
fueron homogeneizados en un buffer de homogenización compuesto por: 1mM 
de Vanadato Sódico (inhibidor proteico), 1% SDS y 0’01M Tris-HCl (pH 7’4). 
Los homogenizados se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos a 4º y los 
sobrenadantes fueron recolectados para medir el contenido proteico, utilizando 
el Kit comercial DC protein assay (BioRad) basado en un ensayo colorimétrico. 
La lectura del ensayo se realizó en un lector de placas (Multiskan Ascent, 
Labsystems) con un máximo de absorción a 750nm y un mínimo 405nm, 
utilizando el programa Ascent Software. Se tomaron 20 µg de proteína de la 
fracción soluble del homogenado y se les añadió un tampón de rotura y 
solubilización, tampón Laemmli (Laemmli, 1970) que contiene: 100 mM 
ditiotreitol, 0.1% glicerol, 2% SDS y 60 mM Tris-HCl (pH 6.8). Para proceder a 
la desnaturalización de las proteínas, las muestras preparadas fueron llevadas 
a ebullición a 90º durante 10 minutos.  
6.2.- Electroforesis 
Las muestras fueron electroforéticamente separadas en geles de 
poliacrilamida, SDS-PAGE (SDS-PAGE 7’5%  para eNOS, subunidad α de 
BKCa, SUR2B de KATP y SDS-PAGE 12% para Cu/ZnSOD, MnSOD, subunidad 
β de BKCa, Kir6.1 de KATP) con un voltaje constante de 97 V en un Mini Protean 
III System (BioRad). Como marcador de peso molecular se utilizó SDS-Page 
broad-rang (BioRad Laboratories) y como control positivo lo indicado por la 
casa comercial en cada uno de los análisis. 
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6.3.- Transferencia y detección inmunológica 
Los geles de poliacrilamida fueron transferidas a unas membranas de polivinyl 
difloride (Immun-Blot™ PVDF Membrane,  Bio-Rad Laboratories) toda la noche 
a 4ºC, 230mA para eNOS, utilizando un Mini Trans-Blot System (Bio-Rad 
Laboratories) y 30 minutos a temperatura ambiente, 20 V , para Cu/ZnSOD, 
MnSOD, las subunidad α y β de los canales BKCa, las subunidades Kir6.1 y 
SUR2B de los canales KATP y actina utilizando Trans-Blot SD Semi-Dry Tranfer 
Cell (Bio-Rad Laboratories) en un buffer de transferencia que contiene 25mM 
Tris (pH 8.3), 190 mM glicina, 20% metanol y 0’05% SDS. 
Todas membranas fueron bloqueadas durante 2 horas a temperatura ambiente 
en una solución salina TBS (100mM Tris-HCl (pH 7.4), 0’9% (w/v) NaCl, 0’1% 
SDS) con 5% leche no grasa en polvo.  
Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo 
primario (Tabla 4) previamente diluido en la solución salina PBS + 5% leche no 
grasa, según el título del mismo y después, con su correspondiente anticuerpo 
secundario (Tabla 5) durante 2 horas a temperatura ambiente. Ambos 
anticuerpos secundarios están conjugados con peroxidasa de rábano. 
 
Tabla 4: Anticuerpos Primarios utilizados en los experimentos de Western Blot 
 
 
Tabla 5: Anticuerpos Secundarios utilizados en los experimentos de Western Blot 
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Finalmente, se eliminó el exceso de anticuerpo secundario mediante lavados 
en TBS+Tween y las proteínas correspondientes fueron detectadas por una 
reacción de quimioluminiscencia utilizando el sistema de detección ECL Plus 
(Amersham International Plc). A continuación, las membranas se pusieron en 
contacto con las películas fotográficas (Hyperfilm ECL, Amersham International 
Plc) en la que quedaron impregnadas las bandas para su posterior revelado 
(Curix 60, Agfa).  
Las señales de las bandas fueron densitometradas con el programa informático 
Scion Image of Windows (© 2000 Scion Corporation) y normalizadas en función 
de la carga proteica. En todos los experimentos de Western Blot se cargó 20 µg 
de cada muestra. 
7.-  Producción de aniones superóxido 
7.1.- Localización de aniones superóxido 
Para evaluar los niveles de O2- in situ, se utilizó la sonda fluorescente 
hidroethidina (HE) según la técnica descrita previamente por Martin et al, 
(2005). Brevemente, los segmentos aórticos de todos los grupos animales 
fueron crioprotegidos con 30%w/v de sacarosa en PBS durante toda la noche a 
4ºC. Posteriormente fueron embebidos en el compuesto OCT (optimun cutting 
temperature compound, OCT Tissue Tek) y fueron seccionados en anillos de 
15-20 µm, utilizando un criostato (Criostato Cryocut1900). Los anillos 
seccionados fueron incubados con HE (5 µM) en una solución HEPES 
protegidos de la luz e incubados en una cámara humidificadora a 37ºC durante 
30 minutos. Tras el periodo de incubación, los anillos seccionados fueron 
montados en portas y fijados en Glicerol al 60% para su posterior visualización 
con un microscopio confocal con escáner laser LEICA (TCS ST2 DM IRE2) 
utilizando un filtro de excitación de 488 nm y un filtro de emisión de 610 nm. 
Las microfotografías muestran la intensidad y localización de la HE oxidada, lo 
que refleja los niveles de O2-, y permite la comparación entre los grupos de 
animales experimentales. 
7.2.- Cuantificación de aniones superóxido 
Los niveles de O2- fueron cuantificados midiendo la quimioluminiscencia emitida 
por la lucigenina, como fue descrito por Pagano et al, (1995) y Wang et al, 
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(1999) y adaptado en nuestro grupo por Martín et al (2005). Brevemente, el 
protocolo consistió en estabilizar los segmentos de aorta durante 30 minutos en 
KHS y posteriormente en HEPES durante otros 30 minutos a 37ºC. A 
continuación se transfirieron a los tubos de medida con 1 ml HEPES (pH 7.4) 
con lucigenina (250 µM) a 37ºC. El luminómetro se calibró para obtener 
unidades arbitrarias de luz emitida; se realizaron medidas repetidas durante 5 
minutos en intervalos de 10 segundos y se realizó una media aritmética de 
dichas medias. A continuación se añadió ACh (10 µM) y se midió la emisión de 
la luz durante 5 minutos. Posteriormente se añadió el Ácido 4,5-Dihidroxi-1,3-
benceno-disulfónico (Tyron; 10 mM), permeable a la célula, secuestrador no-
enzimático de los O2- y se midieron nuevamente los tubos para analizar la 
quimioluminiscencia dependiente de O2-. También se tomaron las medidas del 
medio en las mismas condiciones pero sin el segmento aórtico para así restar 
la emisión del fondo. Algunos experimentos se realizaron en presencia de SOD 
(13U/ml) para asegurar la especificidad del método. Los resultados se 
expresaron en unidades arbitrarias por miligramo de tejido por minuto 
(U.A/mg·min). 
8.-  Actividad SOD, PKG, PKA y PKC 
Segmentos aórticos congelados procedentes de todos los grupos 
experimentales fueron homogenizados en 20 mM de HEPES, 1 mM de EGTA, 
210 mM de manitol y 70 mM de sacarosa por gramo de tejido para determinar 
la actividad de SOD; en 0.2 mM de PMFS, 0.2 mM de Na3VO4, 5 mM de β-
mercaptoetanol, 150 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCl pH7.4, 1 mM de EGTA, 
1mM de EDTA y 2 mM de NaF para determinar la actividad de PKG; en 50 mM 
de Tris-HCl pH 7.4, 10 mM de benzamidina, 5 mM de EDTA, 10 mM de EGTA, 
50 mM de b-mercaptoetanol, 1 mM PMSF para determinar las actividades de 
PKC y PKA. 
Después se centrifugaron las muestras homogeneizadas a 15000 g durante 5 
minutos, 5-10 µl de sobrenadante fueron utilizados para el ensayo. La actividad 
de la enzima SOD fue medida utilizando el kit comercial SOD-706002 (Cayman 
Chemical); la actividad de PKG fue medida utilizando el kit comercial CycLex® 
Cyclic GMP dependent protin Kinase Assay; y las actividades de PKC y PKA 
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fueron analizadas con el kit comercial Non radiactive protein kinase assay kit 
(Calbiochem, Merk Chemicals) siguiendo, en todos los casos, las instrucciones 
del fabricante. Las fracciones solubles del homogenado (de las arterias del Kit 
de SOD, PKC y PKA) y las no solubles (de las arterias para el Kit PKG,) fueron 
también utilizadas para la cuantificación de proteína siguiendo el protocolo 
indicado en la preparación de la muestra del Western Blot, utilizando el Kit DC 
protein assay (BioRad) para medir las actividades de SOD y PKG y el 
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (BioRad) para PKA yPKC. En todos los 
casos se utilizó el lector de placas Multiskan AFCENT (Labsystems). Los 
resultados de la actividad de SOD están expresada en unidades 
arbitrarias/ml/mg proteína y los de la actividad de PKG, PKA y PKC en 
densidad óptica/ mg proteína. 
9.-  Formación de cGMP 
Los segmentos de aorta procedentes de los animales jóvenes y viejos, control y 
ovariectomizados fueron sometidos a la tensión de 1g, como indicamos en los 
experimentos de reactividad vascular. Después de un periodo de estabilización 
de 60 minutos, los segmentos arteriales fueron precontraídos con NA (0.1 µM) 
durante 3 minutos, posteriormente los segmentos fueron incubados con ACh 
(10 µM) durante 15 segundos. Inmediatamente después los segmentos fueron 
congelados con nitrógeno líquido y almacenados a -80ºC. Los niveles de cGMP 
fueron analizados utilizando el kit comercial, Cyclic GMP Enzyme 
Immunoassay Kit (Assay Desings). Para realizar el ensayo, los segmentos 
arteriales congelados fueron homogenizados en 0.1 M de HCl y centrifugados a 
600g durante 10 minutos a 4 ºC. Las fracciones no solubles de los 
homogenizados fueron utilizadas para medir el contenido proteico con un DC 
protein Assay kit (BioRad). Se recogieron los sobrenadantes y se utilizaron 
para el ensayo siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados están 
expresados en pmol cGMP/ mg proteína. 
10.-  Soluciones y fármacos 
La composición de KHS fue: NaCl (115 mM), CaCl2 (2,5 mM), KCl (4,6 mM), 
KH2PO4 (1,2 mM), MgSO4 · 7H2O (1,2 mM), NaHCO3 (25 mM), Glucosa (11,1 
mM), Na2EDTA (0,03 mM). La composición de la solución de HEPES fue: NaCl 
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(119 mM), HEPES (20 mM), CaCl2 (1,2 mM), KH2PO4 (0,4 mM), MgSO4 (1 
mM), NaHCO3 (5 mM), glucosa (5,5 mM), Na2HPO4 (0,15 mM). 
Los fármacos utilizados fueron: L-NA hidroclorídrico, ACh hidrocloruro, NPS, L-
NAME, ODQ, Tempol, KT-5823, Charibdotoxina, Glibenclamida, NS-1619, 
DAF-2, HE, lucigenina y tyron (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO – USA). Las 
soluciones se prepararon con agua destilada, salvo la NA que se disolvió en 
NaCl (0,9%)-ácido ascórbico (0,01%), KT-5823 en ethyl acetato (5mg/ml), NS-
1619 y Glibenclamida en dimetilsulfóxido (DMSO) y ODQ en etanol. Estas 
soluciones se guardaron a -20ºC y se prepararon las diluciones apropiadas en 
solución KHS o HEPES en el mismo momento de realizar el experimento. 
11.-  Análisis estadístico 
Todos los resultados fueron expresados como media ± SEM (error estándar de 
la media). 
En los experimentos de reactividad vascular, la relajación a ACh, NPS y NS-
1619 se expresaron como porcentaje de la contracción inicial producida por 
NA. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa GrphPad Prism 
Software (San Diego, CA, USA) comparando las curvas obtenidas en presencia 
de los diferentes fármacos con la curva control utilizando el test de análisis de 
la varianza (ANOVA, dos colas) considerando estadísticamente significativo los 
valores de p<0,05. Algunos resultados se expresaron como porcentaje de las 
área bajo la curva (AUC) en situación control y experimental. Para ello, se 
calculó el AUC de cada curva individual en cada caso y la diferencia se expresó 
en porcentaje del AUC de la correspondiente situación control. La comparación 
de dichos valores se analizo mediante el test t-Student´s para experimentos no-
pareados utilizando el programa GrphPad Prism Software (San Diego, CA, 
USA). Valores de p<0,05 fueron considerados significativos. 
Para el resto de los experimentos (liberación de NO; producción de O2-, 
actividad de SOD, PKG, PKA y PKC; liberación de cGMP; los niveles séricos 
de estrona, progesterona y 17β-estradiol; y expresión de actina, eNOS, 
Cu/ZnSOD, subunidad α y β de los canales BKCa, subunidad Kir6.1 y SUR2B 
de los canales KATP), los resultados fueron analizados, utilizando el mismo 
programa, mediante el test t-Student´s para experimentos no-pareados. En 
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EFECTO DE LA OVARIECTOMÍA Y EL ENVEJECIMIENTO SOBRE: 
1.- Peso corporal y uterino.  
El envejecimiento aumentó en una 34% el peso de las ratas controles y de las 
ovariectomizadas y la ovariectomía aumentó en un 24% el peso de las ratas 
con respecto a sus controles (fase Estro) tanto a los 6 meses como a los 20 
meses de edad (Tabla 6).  
 
 
Tabla 6: Pesos de los animales y de los úteros. Los animales están divididos 
en cuatro grupos, animales control (fase Estro) de 6 ó 20 meses de edad y 
animales ovariectomizados (OVX) de 6 ó 20 meses de edad.  Los valores 
están expresados como media ± SEM.  (a) p<0.001 frente a la situación 
control de 6 meses; (b) p<0.0001 frente a la situación control de 6 meses; (c) 
p <0.0001, frente a la situación control de 20 meses; (d) p< 0.0001, frente a la 
situación OVX de 6 meses; (e) p<0.05, frente a la situación OVX de 6 meses. 
El número de animales está expresado entre paréntesis en cada casilla. 
 
Está descrito que el envejecimiento está asociado a cambios y alteraciones en 
el metabolismo y constitución corporal (Castillo et al, 2003) lo que concuerda 
con nuestros resultados. Epidemiológicamente, en mujeres, este proceso se ve 
acelerado tras la menopausia (Heymsfield et al, 1994), sin embargo, en nuestro 
modelo experimental el incremento de peso provocado por el envejecimiento 
coincide en situación control y en ratas ovariectomizadas quirúrgicamente. 
Se ha descrito que en animales ovariectomizados  se produce alteraciones en 
el balance de energía y en el metabolismo lipídico (Teede et al, 2001;Lemieux 
et al, 2003; Choi et al, 2005; Ferrer et al, 1996) incrementándose el consumo 
diario de energía, la masa corporal y la masa grasa (Latour et al, 2001; Richard 
et al, 1987) lo que explicaría el aumento de peso en los animales 
ovariectomizados, tanto a los 6 meses de edad, como a los 20 meses. 
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El peso del útero es considerado como un parámetro dependiente de la 
actividad de los receptores estrogénicos (Castillo et al, 2005; Wight et al, 
2000b). 
La ovariectomía disminuyó significativamente el peso uterino tanto a los 6 
meses, como a los 20 meses de edad, sin embargo, el envejecimiento no 
modificó su peso (Tabla 6). Estas diferencias se mantienen al normalizar los 
datos con el peso del animal. Estos resultados coinciden con otros 
investigadores, quienes han descrito que en hembras jóvenes 
ovariectomizadas, la administración exógena de estrógenos incrementa el peso 
uterino (Sibonga et al, 2003) y se ha demostrado que la ovariectomía en 
animales viejos produce una disminución del mismo en comparación con 
animales intactos (Castillo et al, 2005).  
Estos resultados indican que la intervención quirúrgica se ha realizado 
satisfactoriamente y que los cambios que obtengamos a continuación se 
pueden considerar que vienen provocados por la ausencia de ovarios 
funcionales. Puesto que los estrógenos y la progesterona tienen efectos 
importantes sobre el útero, controlando los mecanismos de proliferación y 
diferenciación celular (Castillo et al, 2005; Wight et al, 2000b) a continuación 
analizamos los niveles séricos de progesterona, estrona, testosterona y 17β-
estradiol. 
2.-  Niveles séricos de hormonas progesterona, estrona, 17β-estradiol y 
testosterona 
Los niveles de las hormonas sexuales, analizados en suero sanguíneo de los 
cuatro grupos experimentales, muestran la existencia de grandes diferencias 
entre todos los grupos (Tabla 7).  
a) Diferencias de los niveles séricos de hormonas sexuales en el 
envejecimiento 
Con el envejecimiento, en ratas control, los niveles séricos de la progesterona, 
estrona, 17β-estradiol y testosterona están disminuidos (71%, 41%, 63%, 66% 
respectivamente).  
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Tabla 7: Nivel séricos de progesterona, estrona, 17β-estradiol y testosterona 
endógenas de los animales control (fase Estro) de 6 ó 20 meses de edad y 
animales ovariectomizados (OVX) de 6 ó 20 meses de edad. Los datos están 
expresados como media ± SEM, el numero de datos viene indicado en la N. (a) 
p<0.05 frente a la situación Estro 6 meses; (b) p<0.01 frente a la situación Estro 6 
meses; (c) p< 0.0001 frente a la situación Estro 6 meses; (d) p< 0.05 frente a la 
situación Estro 6 meses; (e) p< 0.05 frente a la situación Estro 20 meses. 
 
Es ampliamente conocido que el envejecimiento va acompañado de la 
disminución de los niveles de hormonas sexuales (Stice et al, 2009), lo cual 
concuerda con nuestro resultados. Sin embargo, también ha sido descrito que 
los niveles de 17β-estradiol no están modificados por el envejecimiento en el 
suero sanguíneo de ratas (Tschudi et al, 1996; Hashimoto et al, 1998). 
El envejecimiento en ovariectomizadas incrementa los niveles de progesterona 
y estrona (270% y 142%, respectivamente) y no modifica los niveles de 17β-
estradiol y testosterona aunque existe una tendencia a modificarlos. El hecho 
de que en ovariectomizadas el envejecimiento incremente los niveles séricos 
de progesterona y estrona, nos indica que con el envejecimiento se han 
desarrollado nuevas fuentes precursoras de hormonas sexuales, como puede 
ser el exceso de grasa que encontramos en ovariectomizadas de 20 meses de 
edad. Se ha descrito que el tejido graso es una fuente importante de hormonas 
esteroideas, ya que actúan las enzimas aromatasa y 17β-HSD (Deslypere et al, 
1985). En este sentido, también está descrito que la corteza suprarrenal posee 
un importante papel en la síntesis de hormonas sexuales en situaciones donde 
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b) Diferencias de los niveles séricos de las hormonas sexuales provocados 
por ovariectomía. 
La ovariectomía en animales jóvenes disminuyó los niveles séricos de 
progesterona, estrona, 17β-estradiol y testosterona (98%, 67%, 42% y 83%, 
respectivamente).  
Sin embargo, la ovariectomía en animales viejos sólo disminuyó en un 73% los 
niveles de progesterona en el suero sanguíneo. 
Sorprendentemente los niveles de 17β-estradiol parecen demasiado elevados 
tras una ovariectomía efectiva, sin embargo en determinados experimentos de 
larga duración con animales ovariectomizados se detectaron niveles 
significativos de estrógenos en sangre, sugiriendo que algunos órganos como 
las glándulas suprarrenales pueden contribuir a la secreción de éstos (Shinoda 
et al, 2002).  
Así mismo, al encontrar en nuestros datos una disminución considerable en los 
niveles de estrona y testosterona en las ratas ovariectomizadas jóvenes, es de 
suponer que los niveles de 17β-estradiol también estén disminuidos, pues tanto 
sus precursores/productos estrona y testosterona lo están y dado que las 
reacciones son a su vez reversibles, apoya la hipótesis de que los niveles de 
17β-estradiol estén disminuidos (Figura 19). 
 
 
Figura 19: Efecto de la ovaricetomía en los niveles de estrona, 17β-
estradiol y testosterona en ratas hembras de 6 meses de edad. 
 
 
Está descrito que en animales viejos la ovariectomía no modifica los niveles 
17β-estradiol (Castillo et al, 2005; Persky et al, 2000; Wight et al, 2000b) por lo 
que no observar modificación en los niveles de estrona y testosterona también 
Resultados y Discusión 
 71
estaría de acuerdo, pues las tres moléculas se encontrarían en equilibrio 
(Figura 20). 
 
Figura 20: Efecto de la ovaricetomía en los niveles de estrona, 17β-
estradiol y testosterona en ratas hembras de 20 meses de edad. 
 
Al coincidir los valores en animales control y ovariectomizados viejos se podría 
hipotetizar que el origen de estos niveles séricos de estrona, testosterona y 
17β-estradiol es adrenal y/o graso, como han citado otros investigadores 
(Maroulis y Abraham, 1976; Vermeulen, 1976). 
3.-  Presión arterial 
La ovariectomía en jóvenes y el envejecimiento en ratas control no modificaron 
las presiones arteriales,  de acuerdo con lo publicado anteriormente (Conrad et 
al, 1994; Ferrer y Osol, 1998). Sin embargo, en ratas viejas la ovariectomía 
aumentó la presión arterial significativamente (Taba 8). 
 
Tabla 8. Presión arterial de los animales control (fase Estro) de 6 ó 20 meses 
de edad y animales ovariectomizados (OVX) de 6 ó 20 meses de edad. Los 
datos están expresados como madia ± SEM. * p< 0.05 frente a la situación 
control de 20 meses de edad.  
Por tanto, los resultados obtenidos en nuestro estudio son derivados de la 
pérdida de ovarios funcionales y no van acompañados de cambios 
hemodinámicos, salvo en ovariectomizadas viejas donde se desarrolla una leve 
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hipertensión. Estos resultados ponen de manifiesto que el mantenimiento de 
una función ovárica previene la aparición de hipertensión en el envejecimiento, 
y en este efecto participan otros factores adicionales al 17β-estradiol puesto 
que los niveles del 17β-estradiol no varían entre ratas control viejas y 
ovariectomizadas. En esta línea, se ha descrito una relación entre los niveles 
de progesterona endógena y la función vascular en mujeres postmenopáusicas 
(Szmuilowicz et al, 2007). Aunque, no está todavía claro los efectos concretos 
de la progesterona endógena en el envejecimiento, parecen tener gran 
importancia puesto que los niveles de otras hormonas sexuales como la 
estrona, 17β-estradiol y testosterona, no están modificados. 
4.-  Contenido de actina 
El análisis de Western Blot de la actina (isoformas α y β) de todos los grupos 
experimentales, nos muestra que la ovariectomía mantenida hasta los 6 meses 






























Figura 21: Western Blot representativo para la expresión de actina en 
segmentos de aorta de ratas hembras control (fase Estro) y 
ovariectomizadas de 6 y 20 meses (A). El panel B muestra el análisis 
densitométrico de la expresión de actina. Los resultados (medias ± SEM) 
se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para actina (pixeles) y 
la concentración de proteína cargada (20 µg). El número de animales se 
muestra entre paréntesis. *p< 0.001 frente a la situación estro 6 meses; 
#p< 0.01 frente a la situación estro 20 meses. 
Sin embargo, la expresión de actina está incrementada por el envejecimiento 
en aortas de animales control (Figura 21), pero dicha modificación no está 
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acompañada de cambios hemodinámicos. Adicionalmente, la ovariectomía 
mantenida hasta los 20 meses, provoca un incremento de la expresión de 
actina (Figura 21), pudiendo ser ésta una de las causas por la que 
encontramos una leve hipertensión en este grupo experimental. 
Se ha descrito que el envejecimiento incrementa el grosor de la pared arterial 
(Spinetti et al 2004). Sin embargo, a pesar de las diferencias provocadas por el 
envejecimiento en cuanto a expresión de la actina, no se observan cambios 
funcionales en las respuestas contráctiles inducidas por KCl (75 mM) y NA (0.1 
µM) en los segmentos de aorta de los animales controles jóvenes y viejas 
(Tabla 9). 
 
Tabla 9: Respuestas contráctiles inducidas por 75 mM de KCl y 0.1 µM de 
Noradrenalina (NA) de los animales control (fase Estro) de 6 ó 20 meses de edad y 
animales ovariectomizados (OVX) de 6 ó 20 meses de edad. Los datos están 
expresados como media ± SEM.  
 
Existe controversia en este punto, pues se ha descrito un incremento en la 
contracción a KCl tanto en ratas ovariectomizadas jóvenes (Paul et al, 2007) 
como en ratas tratadas con estradiol (Aikawa et al, 2003), pero también se ha 
descrito que la ovariectomía no provoca modificación en la respuesta contráctil 
a KCl en mesentérica (Minoves et al, 2002) y aorta (Tejera et al, 1999) de rata.  
En cuanto a la respuesta contráctil inducida por NA, se ha descrito que bajas 
dosis de 17β-estradiol y/o progesterona no modifican la sensibilidad a NA y que 
altas dosis de 17β-estadiol  incrementa la sensibilidad a NA en aorta de ratas 
ovariectomizadas, la cual se previene con progesterona (Moura y Marcondes, 
2001). Estos datos respaldan nuestros resultados, ya que en nuestras 
condiciones experimentales los niveles de hormonas sexuales que participan 
en la respuesta contráctil a NA son los fisiológicos.  
Adicionalmente, se ha descrito que la ovariectomía modifica la respuesta 
contráctil inducida por NA (Zamorano et al, 1995). Esta discrepancia sobre los 
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datos puede ser debida a la variabilidad de tiempo que se mantiene la 
ovariectomía, ya que en la mayoría de los estudios realizados con animales 
ovariectomizados, los períodos de mantenimiento son muy cortos (días ó 1-2 
meses), pero en nuestro modelo experimental son de 5 meses en hembras 
jóvenes y 19 meses en viejas. Así mismo, se han publicado estudios en los que 
el tratamiento con hormonas sexuales incrementa el número y densidad de 
canales de Ca2+ (Rendt et al, 1992) o produce un efecto hipertrófico muscular 
aumentando la función contráctil (Aikawa et al, 2003), por lo que los resultados 
obtenidos pueden variar en función de los modelos y condiciones 
experimentales utilizados. 
Respecto al envejecimiento, observamos que no se producen cambios en las 
respuestas contráctiles a KCl, ni a NA. En este sentido, también existen datos 
contradictorios, ya que el envejecimiento disminuye (Lang et al, 1995; Ponte et 
al., 1996; Blough et al, 2007)  o incrementa (Lang et al., 1995) la respuesta 
inducida por KCl. Así mismo también se han descrito modificaciones en la 
respuesta contráctil mediada por NA (Marín y Rodríguez-Martínez, 1999).   
El mantenimiento de las respuestas contráctiles puede deberse a que los 
cambios en el contenido de actina, más los hemodinámicos en 
ovariectomizadas viejas, puedan ir acompañados de otras alteraciones en 
distintos mecanismos de señalización, que mantengan la función vasomotora.  
A continuación se analizará las posibles alteraciones en la respuesta 
vasodilatadora provocadas por el envejecimiento y ovariectomía. 
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EFECTO DE LA OVARIECTOMÍA EN LA REGULACIÓN DEL TONO 
VASCULAR EN ANIMALES JÓVENES 
1.-  Respuesta a ACh 
La respuesta vasodilatadora a ACh exógena fue similar en hembras controles y 
en ovariectomizadas (Figura 34).  

















Figura 34: Efecto vasodilatador de ACh (0.1 nM- 10 µM) en aorta de 
ratas hembras jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) 
precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (medias ± SEM) se 
expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción 
inducida por NA (Estro: 1002 ± 41.74 mg, N=14; OVX: 1115 ± 93.11 
mg, N=13). El número de datos está entre paréntesis.  
 
 
Este resultado concuerda con lo descrito en otras publicaciones (Martorell et al, 
2009; Zhou et al, 2005, Tejera et al, 1999) y difiere de lo publicado por otros 
grupos de investigación dónde la ovariectomía reducía la relajación a ACh en 
aorta de rata (Lam et al, 2006; Figar et al, 2006, Cheng et al, 1994) o en 
femoral de conejo (Gisclard et al, 1998). Estas diferencias pueden ser debidas 
a la edad, cepa del animal o al tratamiento con hormonas sexuales.  
Esta heterogeneidad en los efectos de las hormonas sexuales sobre la 
modulación de la relajación dependiente de endotelio puede reflejar cambios en 
la liberación y/o función de los distintos factores endoteliales, dependiendo del 
lecho estudiado y condiciones experimentales.  
No se puede descartar que las hormonas sexuales femeninas modulen la 
participación del NO en dicha respuesta aunque la ovariectomía no modifique 
la respuesta a ACh,  por lo que será analizado a continuación. 
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2.-  Participación del NO endotelial  
2.1.- Participación del NO endotelial en respuesta a ACh 
Con el fin de analizar la implicación del NO endotelial en la respuesta a ACh en 
aorta de hembras jóvenes control y ovariectomizadas se incubaron con el 
inhibidor de la síntesis de NO, L-NAME. La preincubación con L-NAME (0,1 
mM) disminuyó parcialmente la respuesta a ACh en aortas de ambos grupos 
(Figura 35), indicando la participación del NO y otros factores adicionales con 
papel funcional en la respuesta vasodilatadora a ACh. Adicionalmente, se 
observa que en las aortas de hembras ovariectomizadas la incubación con L-
NAME redujo en menor medida la respuesta a ACh (Figura 36).  


































Figura 35. Efecto de L-NAME (0,1 mM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro + L-NAME 1247 ± 95.10 mg, N=8; OVX: 1115 ± 
93.11 mg, N=13; OVX + L-NAME 906 ± 54 mg, N=5). El número de animales en cada 












Figura 36: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en segmentos 
de aorta de hembras control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) 
jóvenes, percontraídos con 0.1 µM NA en ausencia o presencia de L-
NAME (0.1 mM). Los resultados (media ± SEM) están expresados como 
el porcentaje del AUC en arterias control. *p<0.05 comparando ambos 
grupos.  
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Sabemos, por otros trabajos realizados en nuestro laboratorio que la 
ovariectomía incrementa la expresión de COX-2 e induce un desequilibrio en la 
producción de prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores, siendo los 
prostanoides vasoconstrictores los predominantes. Sin embargo, existe un 
mecanismo compensatorio, que consiste en una regulación positiva de la 
liberación de NO endotelial por los derivados de COX-2 (Martorell et al, 2009). 
De la misma manera, no podemos descartar la posibilidad de que al incubar 
con L-NAME se produzcan modificaciones en la regulación de dichos 
prostanoides en respuesta a la ACh. 
Adicionalmente, la incubación con L-NAME incrementó la precontracción a NA 
(0.1 µM) en los segmentos aórticos procedentes de animales control jóvenes 
(Estro joven: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro joven + L-NAME 1247 ± 95.10 mg, 
N=8, p<0.05), como ya había sido descrito (Zonta et al, 1998; Calderone et al, 
2002; Bechara et al, 2008). Sin embargo,  la incubación con L-NAME no 
modificó la respuesta contráctil a la dosis única de NA en los segmentos 
aórticos procedentes de ratas jóvenes ovariectomizadas (OVX: 1115 ± 93.11 
mg, N=13; OVX + L-NAME 906 ± 54 mg, N=5, p= 0,20), lo cual nos indica que 
el NO modula negativamente la respuesta contráctil a NA sólo en aortas de 
ratas control y no participa en las aortas de ratas ovariectomizadas como ha 
sido descrito (Calderone et al, 2002).  
En cualquier caso, en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh en los 
segmentos aórticos precontraídos con NA, la participación del NO, al margen 
de otros factores, es la resultante de su liberación y su efecto vasomotor. Por 
tanto, estos aspectos serán analizados a continuación. 
2.2.- Reactividad vascular a NPS 
La vasodilatación inducida por NPS no se vio modificada por la ovariectomía, 
indicando que la disfunción ovárica no altera la sensibilidad del músculo liso 
vascular al donante de NO como ya había sido publicado en aorta de rata 
(Yamaguchi  et al, 2001; Conde et al, 2000) (Figura 37).  
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Figura 37: Efecto vasodilatador de NPS en aorta de ratas hembras 
jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídas 
con NA (0.1 µM). Los resultados (medias ± SEM) se expresaron 
como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 989 ± 120.5 mg, N=7; OVX: 1125 ± 133.4 mg, N=8). El 
número de animales utilizado se indica entre paréntesis. 
 
2.3.- Expresión de eNOS y liberación de NO endotelial  
Teniendo en cuenta que la participación del NO endotelial inducida por ACh 
parece mayor en hembras controles y sin embargo la sensibilidad del músculo 
liso al NO no varía, se analizó la expresión de eNOS. Los resultados mostraron 
























Figura 38: Resultados del análisis de la expresión de eNOS 
mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En 
la parte superior de la figura se representa un blot representativo de 
la expresión de eNOS. En la parte inferior se muestra el análisis 
densitométrico de la expresión de eNOS de cuatro segmentos de 
cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los resultados (medias + 
SEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para eNOS 
(pixeles) y la carga de proteína de cada segmento (20 µg). 
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Ya había sido descrito que la ovariectomía no modifica la expresión de eNOS 
en células endoteliales de aorta (Wang et al, 1997; Martorell et al, 2009). Sin 
embargo, existen resultados contradictorios con respecto a la regulación de la 
expresión de la eNOS por las hormonas sexuales. Se ha descrito que los 
estrógenos no modifican (Nawate et al, 2005) e incrementan (Hishikawa et al, 
1995; Gonzales et al, 2001) la expresión de la eNOS a través de distintos 
mecanismos que incluyen el incremento de Ca2+ en la célula endotelial (Weiner 
et al, 1994). 
Adicionalmente, se ha descrito que la progesterona incrementa la expresión de 
eNOS (Rupnow et al, 2001), pero existe discrepancia en su papel sobre la 
actividad de la eNOS, pues se ha descrito que no participa (Weiner y 
Thompson, 1997) y que incrementa (Zhang et al, 2002) la actividad de eNOS.  
Por lo tanto, la regulación de la expresión de eNOS por las hormonas sexuales 
es controvertida y difiere del lecho estudiado, cepa del animal y al posible 
tratamiento hormonal aplicado. 
Como ha sido descrito que el 17β-estradiol (Wang et al, 2000; Nie et al, 2001), 
la progesterona (Zhang et al, 2002; Mendiberri et al, 2006) y la estrona (Selles 
et al, 2005; Rauschemberg et al, 2008) estimulan la liberación de NO y puesto 
que la ovariectomía reduce las concentraciones séricas de dichas hormonas, 
se analizó la liberación de NO en aorta de ratas jóvenes control y 
ovariectomizadas.  
Los resultados mostraron que la ovariectomía no produjo cambios en la 
liberación basal ni en la estimulada por ACh (Figura 39) como ya ha sido 
publicado (Martorell et al, 2009). 
Estos resultados concuerdan con otras publicaciones en las que muestran que 
el tratamiento de ratas ovariectomizadas con hormonas sexuales femeninas no 
incrementa la liberación de NO en aorta de rata (Vedernikov et al, 1997). Sin 
embargo, otros estudios ponen de manifiesto la existencia de una regulación 
hormonal sobre la liberación de NO, donde se ve disminuidos los niveles 
séricos de NO en animales ovariectomizados (Wang et al, 1997). Estudios 
realizados en arteria coronaria ponen de manifiesto que los niveles plasmáticos 
de 17β-estradiol regulan la liberación basal de NO endotelial, los cuales 
disminuyen en las células endoteliales procedentes de animales 
ovariectomizados (Wellman  et al, 1996).  






























Figura 39: Liberación de NO de origen endotelial basal y 
estimulada por ACh en segmentos procedentes de animales 
jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizados (OVX) 
precontraídos con NA (0.1 µM). El número de animales utilizado 
se indica entre paréntesis. Los resultados (madia ± SEM) se 
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) 
por mg de tejido. *p<0,05 frente a la liberación basal de NO.  
 
La mayoría de los estudios realizados analizan el efecto de la administración 
exógena de hormonas sexuales sobre animales ovariectomizados durante 
cortos períodos de tiempo. En este sentido Ferrer y Osol (1998) observaron 
que la ovariectomía, mantenida durante 21 días, abolía la participación del NO 
endotelial en respuesta al agonista α, clonidina, y que el tratamiento con 17β-
estradiol incrementaba dicha participación. Por lo tanto, el lecho vascular 
analizado, el momento y duración de la ovariectomía, y la utilización o no de 
terapia sustitutiva son elementos importantes para explicar los resultados y 
pueden ser la causa de la existencia de controversia sobre el efecto vascular 
de las hormonas sexuales.    
Puesto que la ovariectomía no modificó la expresión de la eNOS, ni la 
liberación de NO, se podría hipotetizar que la actividad de la enzima no se ve 
alterada por la pérdida de función ovárica como ha sido descrito (Barber y 
Miller, 1997; Riveiro et al, 2001). Sin embargo, existen publicaciones que 
muestran que los estrógenos incrementan la actividad de la eNOS (Weiner et 
al, 1994; Wellmann et al, 1996; Meyer et al, 1997) y de la concentración 
intracelular de Ca2+ (Hishikawa et al, 1995; Hayashi et al, 1992). Esta 
variabilidad de los efectos del estradiol en las respuestas vasculares puede ser 
debido a las distintas especies estudiadas, la concentración y duración del 
tratamiento con estrógenos, y/o del lecho vascular estudiado. 
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2.4.- Niveles de cGMP 
Sabiendo que en nuestro modelo experimental, la ovariectomía no parece 
alterar la expresión y actividad de la eNOS, pero viendo que en la respuesta a 
ACh el NO tiene distinta participación, el siguiente paso fue analizar la 
liberación de cGMP. 
La liberación basal del cGMP no se modificó por la ovariectomía en los 
segmentos de ratas jóvenes, sin embargo el incremento provocado tras la 
estimulación con ACh fue mucho mayor en animales controles que en 
































Figura 40: Liberación de cGMP basal y estimulada por ACh en 
segmentos procedentes de animales jóvenes control (fase 
Estro) y ovariectomizados (OVX) precontraídos con NA (0.1 
µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. 
Los resultados (media ± SEM) se expresaron como pmol/mg de 
tejido. * p<0,05; **p<0.001 frente a la liberación basal de cGMP, 
#p<0.05 frente a la situación control estimulada con ACh.  
 
 
Este resultado están de acuerdo con el incremento de actividad de la sGC 
producido por los estrógenos (Gorodeski 2000; Russell et al, 2000) y justifica la 
menor participación del NO en la respuesta a ACh en los segmentos 
procedentes de animales jóvenes ovariectomizados.  
El siguiente paso fue analizar la participación funcional de la guanilato ciclasa 
en respuesta a ACh. 
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2.5.- Participación del sGC en respuesta a ACh 
Para ello se incubaron los segmentos de aorta procedentes de animales 
jóvenes controles y ovariectomizados con el inhibidor especifico d la sGC, 
ODQ. La preincubación con ODQ (10 µM), disminuyó la respuesta a ACh en 
ratas control y ovariectomizadas (Figura 41).  



































ura 41. Efecto del ODQ (10 µM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 
µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 1071 ± 82.17 mg, N= 8; Estro  + ODQ: 2127 ± 113.0 mg, N=9; OVX: 1452 ± 
99.45 mg, N=7; OVX + ODQ: 2566 ± 199.5 mg, N=7). El número de animales en cada 
grupo está indicado entre paréntesis.  
 
Con el análisis del área bajo la curva (AUC), se observa que el papel inhibitorio 












Figura 42: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en 
segmentos de aorta de hembras control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) jóvenes, percontraídos con 0.1 µM NA en 
ausencia o presencia de ODQ (10 µM). Los resultados (media ± 
SEM) están expresados como el porcentaje del AUC en arterias 
control.  
Resultados y Discusión 
 83
Con estos resultados, junto con los anteriores, observamos que en las aortas 
procedentes de animales control el grado de inhibición producido por el ODQ 
sobre la respuesta vasodilatadora inducida por ACh es similar al grado de 
inhibición producido por el L-NAME (ESTRO+ODQ: 74.22 ± 7.54 %AUC, N=9; 
ESTRO+L-NAME: 69.20 ± 7.30 %AUC, N=10, p=0,64), mientras que en las 
aortas de animales ovariectomizados observamos que la inhibición de la sGC 
con ODQ tiene mayor papel funcional que la inhibición de la síntesis del NO 
con L-NAME (OVX+ODQ: 69.7 ± 9.74 %AUC, N=5; OVX+L-NAME: 44.4 ± 9.18 
%AUC, N=5, p<0.05). Estos resultados, junto con la menor actividad de la sGC 
en ratas ovariectomizadas, sugieren que la ovariectomía provoque una 
regulación complementaria sobre la sGC, que no dependa (al menos 
directamente) del NO. 
Adicionalmente, la incubación con ODQ modificó la precontracción con NA en 
los segmentos aórticos procedentes de animales control (Estro: 1071 ± 82.17 
mg, N= 8; Estro  + ODQ: 2127 ± 113.0 mg, N=9, p<0.001) y ovariectomizados 
(OVX: 1452 ± 99.45 mg, N=7; OVX + ODQ: 2566 ± 199.5 mg, N=7, p<0.001) 
dando a entender que la sGC regula negativamente la respuesta contráctil 
inducida por NA. Este resultado concuerda con el incremento de la respuesta 
contráctil a la dosis única de NA obtenido en las ratas control al inhibir la 
síntesis de NO con L-NAME (Bechara et al, 2008) y apoya a la respuesta 
obtenida con el ODQ en la relajación inducida por ACh, donde se aprecia la 
existencia de otros factores, diferentes al NO, que mediante su acción sobre la 
sGC regulan negativamente la contracción a NA y positivamente la relajación a 
ACh. 
3.- Aniones superóxido 
La función vascular de NO endotelial depende de su biodisponibilidad, es decir 
del balance entre su producción y su degradación. Las especies reactivas de 
oxígeno participan en el metabolismo del NO (Gryglewski et al, 1986; Ferrer et 




Resultados y Discusión 
 84
3.1.- Localización in situ de aniones superóxido 
La ovariectomía en hembras jóvenes provocó un incremento en la producción 
de O2- (Figura 43). Resultados similares se obtuvieron midiendo la 
quimioluminiscencia emitida por lucigenina (Estro: 63.2 ± 7.1 U/mg/min, N=4; 
OVX: 345.3 ± 5.9 U/mg/min, N=6, p<0.001).  
 
 
Figura 43. Detección in situ de aniones superóxido mediante 
microscopía confocal en segmentos aórticos procedentes de animales 
control (fase Estro) y ovariecomizados (OVX). La figura es una imagen 
representativa de una sección arterial de cuatro segmentos de cada 
grupo magnificada 200x.   
 
Esto está de acuerdo con el papel antioxidante descrito para las hormonas 
sexuales (Ayres et al, 1998; Ghanam et al 1998). Es importante mencionar que 
los niveles que detectamos de O2- in situ, son el resultado de la producción y 
eliminación de los mismos. La eliminación de los O2- esta mediada 
fundamentalmente por la enzima SOD, cuya expresión y actividad se 
analizaran a continuación. 
3.2.- Expresión Cu/ZnSOD y MnSOD. Actividad de SOD 
Existen tres isoformas de SOD (Fukai et al, 2000) en aorta de rata, como ya ha 
sido mencionado en la introducción (Apartado 3.2.1.): Cu/ZnSOD, MnSOD, 
ecSOD. Sin embargo los niveles vasculares de ecSOD en rata son muy bajos 
(Marklund, 2002) por lo que analizaremos la expresión de Cu/ZnSOD y la 
MnSOD (descrita como la isoforma más activa en la eliminación de  ROS en la 
mitocondrias). 
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Observamos que la ovariectomía en hembras, no modificó la expresión de 



























































Figura 44: Resultados del análisis de la expresión de Cu/ZnSOD y MnSOD mediante 
la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas hembras jóvenes control 
(fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la parte superior de la figura se representa 
un blot representativo de la expresión de Cu/ZnSOD y MnSOD. En la parte inferior se 
muestra el análisis densitométrico de la expresión de Cu/ZnSOD (izquierda) y MnSOD 
(derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los 
resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para 
Cu/ZnSOD y MnSOD (pixeles) y la carga de proteína de cada segmento (20 µg).* 
p<0.01 frente a la situación control. 















Figura 45: Actividad de la SOD en segmentos de aorta procedentes 
de animales control (fase Estro) y ovariectomizados (OVX). Los 
resultados (media ± SEM) están expresados como unidades de 
SOD/ml por mg de proteína. El número de animales está indicado 
entre paréntesis. * p<0.01 frente a las ratas control. 
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Se ha descrito un incremento en la expresión y/o actividad de la SOD en 
diferentes situaciones fisiopatológicas en los que existe una superproducción 
de O2- (Kobayashi et al, 2002; Tanaka et al, 2005; Blanco-Rivero et al, 2006). El 
hecho de que la actividad de la SOD esté incrementada en ovariectomizadas 
jóvenes podría considerarse como un mecanismo compensatorio para eliminar 
la elevada formación de O2-. 
3.3.- Papel de los aniones superóxido en la respuesta a ACh 
Para estudiar el papel funcional de los O2- en la respuesta vasodilatadora 
inducida por ACh, se incubaron los segmentos procedentes de ratas hembras 
jóvenes control y ovariectomizadas con el mimético permeable de la SOD, 
tempol (0.1 mM), 30 minutos antes de realizar la curva concentración-respuesta 
a ACh en los segmentos precontraídos con 0.1 µM NA. 
Tanto en aorta de ratas control, como en las ovariectomizadas, el tempol (0.1 
mM) produjo una disminución en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, 
(Figura 46). 
 


































Figura 46: Efecto del tempol (0.1 mM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro + tempol: 1150 ± 87.80 mg, N=4; OVX: 1115 ± 
93.11 mg, N=11; OVX + tempol: 997.7 ± 66.88 mg, N=4). El número de animales en 
cada grupo está indicado entre paréntesis.  
 
Al incubar los segmentos con tempol, estamos eliminando del medio los O2-, 
aumentando la biodisponibilidad del NO, por lo que esperaríamos un 
incremento en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, como se ha 
descrito en machos (Blanco-Rivero et al, 2006), sin embargo obtenemos lo 
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contrario. Este resultado nos indica que los O2- en ambas situaciones tienen un 
papel relajador en la respuesta a ACh,  bien directamente, o bien a través de la 
formación de ONOO-, que también estamos inhibiendo al incubar con tempol.  
Clásicamente, se han considerado a los O2- como una de las causas 
principales de desacoplamiento de la NOS, mediante el incremento en la 
oxidación de BH4, dando como resultado una mayor liberación de O2- (Singh et 
al, 2007). Sin embargo, recientemente se ha descrito que los O2- activan la 
eNOS (Xu y Pritchard, 2008), lo cual concuerda con la disminución en la 
respuesta a ACh que observamos tras la incubación con tempol. Así mismo, se 
ha analizado el papel de los ONOO- sobre la regulación de eNOS, y parece ser 
que los ONOO- ejercen una regulación negativa sobre la actividad de eNOS, 
inhibiendo la liberación de NO o incluso produciendo el desacoplamiento de la 
NOS (Sheehy et al, 1998; Münzel et al, 2005) 
Además de todo esto, no hay que descartar la posibilidad de que sea el 
producto de la reacción que desencadena el tempol, el H2O2, el responsable de 
esta disminución de la respuesta a ACh, mediante un papel vasoconstrictor 
como ha sido descrito en cultivo células de músculo liso de rata. (Torrecillas et 
al, 2001) o mediante su acción a través de la liberación de prostanoides 
vasoconstrictores por activación de la COX (Gil-Longo y González-Vázquez, 
2005). 
3.4.- Papel de los aniones superóxido en la respuesta a NPS 
Para entender y conocer mejor la participación de los O2- en la regulación del 
tono vascular y en relación a la función ovárica, realizamos curvas 
concentración-respuesta al donante de NO, NPS, en segmentos de ratas 
hembras control y ovariectomizadas.  
El tempol (0.1 mM) en aortas de ratas control, no modificó la relajación inducida 
por NPS y la disminuyó en las de ratas ovariectomizadas (Figura 47). 
El hecho de que en ovariectomizadas, el papel del tempol en la respuesta a 
NPS, coincida con su papel en ACh, nos indica que los O2- o derivados están 
participando activamente en la cascada de señalización del NO. Sin embargo, 
en los segmento de aorta de los animales control, la participación de los O2- en 
la respuesta a ACh, parece ser independiente a la sensibilidad del NO en el 
músculo liso vascular. Por lo tanto estas diferencias indican que cuando 
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eliminamos los O2- del medio, la cascada de señalización NO/cGMP presenta 
diferente participación en presencia o ausencia de ovarios funcionales. 
 

































Figura 47: Efecto del tempol (0.1 mM) sobre la vasodilatación inducida por NPS (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 989 ± 120.5 mg, N=7; Estro  + tempol: 1108 ± 166 mg, N=4; OVX: 1125 ± 133.4 
mg, N=8; OVX + tempol: 868 ± 34.42 mg, N=4). El número de animales en cada grupo 
está indicado entre paréntesis.  
 
Dadas estas diferencias, cabría esperar la existencia de una regulación 
adicional en el siguiente paso de la cascada de señalización, por lo que el 
siguiente paso fue analizar la actividad y papel funcional de la proteína quinasa 
dependiente de cGMP, la PKG.  
4.-  Proteína quinsa dependiente de cGMP (PKG) 
La ovariectomía incrementó la actividad basal de PKG (Tabla 10). 
  
Tabla 12: Actividades basales de la quinasas, PKG, PKA, PKC en los segmentos 
de aorta procedentes de animales control (fase Estro) y ovariectomizados (OVX). 
Los valores están expresados (media ± SEM) como densidad óptica (D.O.)/mg 
proteína. *p<0.05 frente a la situación control; #p<0.01frente a la situación control; 
+p<0.05 frente a la situación control. 
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Se ha descrito que la regulación de la actividad de la PKG es sexo-dependiente 
(Teede et al, 2001), lo que apoya nuestros resultados, donde se pone de 
manifiesto la existencia de una regulación basal sobre la actividad de la PKG 
mediada por factores ováricos. 
Respecto a las distintas hormonas sexuales femeninas se ha descrito que los 
estrógenos no modifican (Teede et al, 2001) o incrementan (White et al, 1995) 
la actividad de la PKG, mientras que la progesterona la inhibe (Cornwell et al, 
2001). El hecho de que los niveles de las hormonas sexuales estén 
disminuidos en la ovariectomía, puede ser la causa de que la actividad basal de 
PKG este incrementada. Sin embargo, no se puede descartar su activación por 
otros factores vasoactivos que estén incrementados a causa de la 
ovariectomía, como la PGE2 (Zhu et al, 2002). 
Por otra parte, se ha descrito que en la regulación de la PKG participan otras 
quinasas como la PKC, de manera dependiente (Barman et al, 2004b) o 
independiente (Hou et al, 2003) del cGMP. En este sentido, se ha descrito una 
regulación cruzada del cAMP sobre la PKG (Smiht et al, 1996), así como una 
interacción entre la actividad de PKG y PKA (Tantini et al, 2005). 
Se ha descrito que la actividad de la PKC es dependiente de género (Kanashiro 
y Khalil, 2001) y experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, han 
demostrado que la actividad de la PKC está regulada por las hormonas 
sexuales masculinas, ya que la orquidectomía en machos incrementa la 
actividad de dicha enzima (Blanco-Rivero et al, 2007; Blanco-Rivero et al, 
2005). Por tanto, el siguiente paso fue analizar si la presencia o ausencia de 
ovarios funcionales provoca modificaciones en la regulación de la actividad 
basal de las quinasas PKC y PKA.  
Observamos que la ovariectomía provoca una disminución de la actividad basal 
de PKC y PKA (Tabal 10).  
Con respecto a la regulación hormonal de estas quinasas también existe 
controversia en la bibliografía, ya que, se ha descrito que el estradiol activa (Ng 
et al, 2008) o no modifica (El-Mowafy et al, 2007) la actividad de PKA, mientras 
que la estrona (Rauchemberger et al, 2008) y progesterona (Miyagawa et al, 
1997) activan PKC. Sin embargo, la mayoría de estos estudios analizan la 
regulación de las hormonas sexuales aisladas sobre las distintas quinasas en 
cultivos celulares, por lo tanto, estos datos descritos no son extrapolables a 
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nuestro modelo experimental, donde las distintas hormonas sexuales junto con 
diferentes factores ováricos, pueden estar participando en la regulación de las 
quinasa, a demás de la presencia de otros muchos factores vasoactivos que 
pueden estar regulando también su actividad basal. 
 4.1.- Participación de PKG en la respuesta a ACh 
La incubación de KT 5823 (1µM), el inhibidor especifico de la PKG, no provocó 
modificación alguna a la respuesta vasodilatadora inducida por ACh ni en los 
segmentos aórticos procedentes de animales control, ni de animales 
ovariectomizados (Figura 48). 
 

































Figura 48. Efecto del KT 5823 (1 µM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro  + KT 5823: 960.1 ± 67.34 mg, N=6; OVX: 1115 
± 93.11 mg, N=11; OVX + KT 5823: 1193 ± 79.94 mg, N=11). El número de animales 
en cada grupo está indicado entre paréntesis.  
 
Estos resultados muestran que, en nuestras condiciones experimentales, la 
PKG no tiene un papel funcional sobre la respuesta a ACh, pero no se puede 
descartar su posible papel sobre la liberación de NO endotelial y sobre su 
efecto vasodilatador. Adicionalmente, se ha descrito que el NO (Bolotina et al, 
1994) y el cGMP (Eichhorn y Dobrev, 2007; Roh et al, 2007) pueden activar los 
canales BKCa, de manera PKG-independiente, lo cual, nos podría explicar el 
porqué no vemos diferencias en la respuesta a ACh con KT 5823. 
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 4.2.- Participación de PKG la liberación de NO endotelial 
La incubación con KT 5823 (1µM) disminuyó significativamente la liberación 
basal en ambos grupos animales, sin embargo sólo disminuyó la liberación 
inducida por ACh en las aortas procedentes de animales control (Figura 49). 
No existen datos que pongan de manifiesto que la PKG vascular participe en la 
regulación de la liberación de NO endotelial, sin embargo, nosotros 
observamos que la liberación basal de NO, tanto en ratas control como en 
ovariectomizadas jóvenes está disminuida en presencia de KT 5823, sugiriendo 
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Figura 49: Efecto del KT 5823 (1µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial 
basal y estimulada por ACh en los segmentos de aorta procedentes de ratas hembras 
jóvenes control (izquierda) y ovariectomizadas (derecha) precontraídas con NA (0.1 
µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se 
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. 
*p<0,0001, frente a su correspondiente situación basal; # p<0.05, frente a la situación 
control estimulada con ACh; +p<0.05 frente a la situación control basal. 
 
No obstante, en las aortas de ratas control la PKG participa en la liberación de 
NO tras la estimulación con ACh, aunque este efecto no se pone de manifiesto 
en las curvas concentración-respuesta a ACh. La ovariectomía modifica dicho 
papel de la PKG en la liberación de NO endotelial tas la estimulación con ACh, 
poniendo, otra vez, de manifiesto la existencia de otros mecanismos implicados 
en la regulación del tono vascular en ausencia de ovarios funcionales.  
En este sentido, no debemos olvidar la regulación positiva de la eNOS por los 
derivados de COX-2 en ratas ovariectomizadas (Martorell et al, 2009), 
pudiendo estar enmascarando el papel regulador de la PKG en la liberación de 
NO inducido por ACh.  
Resultados y Discusión 
 92
 4.3.- Participación de PKG en la respuesta a NPS 
La incubación de KT 5823 (1µM), provocó un disminución en la respuesta 
vasodilatadora inducida por NPS, en los segmentos aórticos procedentes de 
animales control  y  ovariectomizados (Figura 50). Estos datos ponen de 
manifiesto la participación de la PKG en la cascada de señalización del NO, lo 
que está de acuerdo con otros investigadores (Lincoln et al, 2001).  
Este papel funcional no se manifiesta en la respuesta endotelio-dependiente a 
ACh, lo que sugiere que la estimulación con ACh provoca la liberación de otros 
factores endoteliales diferentes al NO que mantienen dicha relajación a pesar 
de que la actividad de PKG este inhibida y/o que el NO y cGMP podrían ejercer 
efectos vasodilatadores de manera PKG-independiente.  
 



































Figura 50: Efecto del KT 5823 (1 µM) sobre la relajación inducida por NPS (0,1 nM -10 
µM) en segmentos de aorta de hembras jóvenes control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 989.3 ± 120.5 mg, N=7; Estro + KT 5823: 926 ± 91.43 mg, N=4; OVX: 1125 ± 
133.4 mg, N=8; OVX + KT 5823: 1037 ± 105.5 mg, N=4). El número de animales en 
cada grupo está indicado entre paréntesis. 
 
No obstante, hay que tener en cuenta que el KT 5823, a diferencia de otros 
inhibidores de la PKG, inhibe la actividad de la PKG, únicamente, inducida por 
el cGMP (Taylor et al, 2004), poniendo de manifiesto que la incubación con KT 
5823 no inhibe la actividad de la enzima inducida por otros segundos 
mensajeros como cAMP (Smiht et al, 1996; White et al, 2000a) y  otras quinasa 
como PKC (Hou et al, 2003).  
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5.- Participación de los canales BKCa y KATP 
Está  ampliamente descrito la participación de los distintos canales de potasio 
en la regulación del tono vascular (Ko et al, 2008; Baranowska et al, 2007) y 
que la PKG modula la actividad de distintos canales de potasio en la 
respuestas vasomotoras. Teniendo en cuenta que en  todos los resultados 
anteriormente expuestos se encuentran diferencias en la regulación del tono 
vascular provocadas por la ovariectomía, sería interesante ver si la función 
ovárica regula la actividad de estos canales. Para ello se analizará la expresión 
y participación de los canales BKCa y KATP. 
5.1.- Expresión de los canales BKCa  
En el análisis de la expresión de la subunidad α del canal BKCa, mediante 
Wester Blot, mostró la existencia de dos bandas, una de 75 KDa y otra de 50 
KDa, como ya había sido publicado (Matharoo-Ball et la, 2003). Ambas bandas 
se corresponden con la expresión de la subunidad α, porque al analizar su 
expresión incubando las membranas con el péptido competitivo junto con el 
anticuerpo, se eliminó la señal de ambas. 
La ovariectomía no modificó la expresión de la proteína de 75 KDa, ni la de 50 
KDa, sin embargo, incremento la expresión de la subunidad β del canal de 
potasio dependiente de Ca2+ (Figura 51). 
Se ha descrito que el 17β-estradiol modula la expresión de la subunidad β de 
los canales BKCa en otros tejidos (Nagar et al, 2005), lo que concuerda con 
nuestros datos, donde observamos la existencia de una regulación hormonal 
en la expresión de de la subunidad β. 
Puesto que la subunidad β es la que confiere actividad al canal (Nimigean y 
Magleby, 1999), se analizará posteriormente el efecto de la ovariectomía en la 


































































Figura 51: Resultados del análisis de la expresión de la subunidad (sub) α y β de los 
canales BKCa mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la parte superior 
de la figura se representa un blot representativo de la expresión de la subunidad α y β 
de los canales BKCa. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la 
expresión de la subunidad α de los canales BKCa 75 y 50 KDa (izquierda) y la 
subunidad β de los canales BKCa (derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor 
escrito entre paréntesis. Los resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio 
entre la señal obtenida para la subunidad α y β de los canales BKCa (pixeles) y la carga 
de proteína de cada segmento (20 µg).* p<0.05 frente a la situación control. 
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5.2.- Expresión de los canales KATP 
La ovariectomía no modificó la expresión de las subunidades kir6.1 y SUR2B 























































Figura 52: Resultados del análisis de la expresión de la subunidad (sub) Kir6.1 y 
SUR2B  de los canales KATP mediante la técnica de Western Blot en segmentos de 
aorta de ratas hembras jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la 
parte superior de la figura se representa un blot representativo de la expresión de la 
subunidad Kir6.1 y SUR2B de los canales KATP. En la parte inferior se muestra el 
análisis densitométrico de la expresión de la subunidad Kir6.1 de los canales KATP 
(izquierda) y la subunidad SUR2B  de los canales KATP (derecha) de cuatro segmentos 
de cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los resultados (medias + SEM) se 
expresaron como el ratio entre la señal obtenida para la subunidad Kir6.1 y SUR2B  de 
de los canales KATP (pixeles) y la carga de proteína de cada segmento (20 µg). 
 
Sin embargo, se ha descrito la regulación de los canales KATP por hormonas 
sexuales administradas de forma exógena (Ranki et al, 2002; Park et al, 2008b) 
en otros tipos celulares. De todas maneras, aunque no observemos 
modificaciones de la expresión provocadas por la ovariectomía, este canal 
también está sujeto a la regulación de las distintas quinasas, cuyas actividades 
si están modificadas, por tanto, también se analizara su posible participación en 
la respuesta a ACh. 
5.3.- Participación de los canales BKCa y KATP en la respuesta a ACh 
Funcionalmente, Glibenclamida (10 µM, inhibidor especifico de los canales 
KATP), no modificó la respuesta inducida por ACh, ni en los segmentos de ratas 
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hembras control, ni en las ratas ovariectomizadas (Figura 53). Sin embargo, la 
Charibdotoxina (0.1 µM, inhibidor de los canales BKCa) disminuyó la respuesta 
vasodilatadora inducida por ACh únicamente  en los segmentos procedentes 
de ratas control (Figura 53). 
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Figura 53: Efecto del Glibenclamida (10µM) y de la Cahribdotoxina (0.1µM) sobre la 
vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras 
jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). 
Los resultados (media ± SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la 
contracción inducida por NA (Estro: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro  + Glibenclamida: 
902.8 ± 74.12 mg, N=9; Estro + Charibdotoxina: 1144 ± 89.73 mg, N=9; OVX: 1115 ± 
93.11 mg, N=11; OVX + Glibenclamida: 933.1 ± 59.97 mg, N=7; OVX + 
Cahribdotoxina: 1090 ± 209.7 mg, N=8). El número de animales en cada grupo está 
indicado entre paréntesis.  
 
Sorprendentemente, observamos que los KATP no perecen estar participando 
en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, mientras que existen 
publicaciones que describen un papel funcional para este canal. Sin embargo, 
se ha descrito que la Glibenclamida produce relajación endotelio dependiente 
por incrementar la concentración de Ca2+ intracelular y los niveles de cGMP 
(Chan et al, 2000), con lo que se podría explicar la ausencia de efecto en la 
respuesta a ACh. Así mismo, los canales BKCa, sólo parecen estar participando 
en aorta de ratas controles. No debemos descartar que ACh, desencadena la 
actividad simultánea de distintas vías de señalización  en células endoteliales y 
musculares, que pueden estar modulando la actividad de estos canales y de 
otros. Así se ha descrito que distintos prostanoides pueden regular los canales 
de potasio, por ejemplo, la PGE2 activa los canales BKCa, a través de la 
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activación de la PKG por cAMP (Zhu et al, 2002), mientras que le TXA2 inhibe 
los canales de potasio (Scornik y Toro, 1992). Estos efectos opuestos por parte 
de los prostanoides, cuyos niveles están incrementados en ovariectomía 
(Martorel et al, 2009), podrían explicar la ausencia de participación en la 
respuesta inducida por ACh, sin descartar la posibilidad de que al modificar la 
actividad de algún canal a su vez se alteren la actividad de otros.  
Con todo esto y sabiendo que la respuesta a ACh engloba tanto la liberación 
como la función del NO, se analizará a continuación la participación de los 
canales BKCa y KATP en ambos procesos.  
5.4.- Participación de los canales BKCa y KATP en a respuesta a NPS 
En la respuesta vasodilatadora inducida por NPS, la incubación con 
Glibenclamida (10 µM) no modifico la respuesta ni en aortas de ratas control, ni 
de ovariectomizadas, por el contrario, la incubación con Charibdotoxina (0.1 
µM) disminuyo la respuesta en los dos casos (Figura 54). 
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Figura 54: Efecto del Glibenclamida (10µM) y de la Charibdotoxina (0.1µM) sobre la 
vasodilatación inducida por NPS (0,1 nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras 
jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). 
Los resultados (media ± SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la 
contracción inducida por NA (Estro: 989.3 ± 120.5 mg, N= 7; Estro + Glibenclamida: 
889.8 ± 70.62 mg, N=6; Estro + Charibdotoxina: 1116 ± 78.79 mg, N=8; OVX: 1125 ± 
133.4 mg, N=8; OVX + Glibenclamida: 1038 ± 152.2 mg, N=6; OVX + Charibdotoxina: 
1303 ± 110.4 mg, N=9). El número de animales en cada grupo está indicado entre 
paréntesis.  
 
Este resultado, indica la participación de los canales BKCa en la respuesta 
dilatadora al NO, datos que están de acuerdo con la participación de la PKG en 
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respuesta a NPS, sugiriendo la participación de la cascada clásica de 
señalización del NO: NO/cGMP/PKG/BKCa. 
Sin embargo, en aorta de ratas ovariectomizadas este papel de los BKCa no se 
manifiesta en la respuesta a ACh, al igual que la actividad de la PKG, poniendo 
de manifiesto, otra vez, la existencia de otros factores que lo enmascaran. 
Estos resultados apoyarían la posibilidad de que prostanoides 
vasoconstrictores como el TXA2 y la PGE2 puedan estar inhibiendo y 
estimulando al canal, respectivamente, sin descartar la posibilidad de que el 
NO active directamente al canal BKCa (Bolotina et al, 1994).   
A pesar de lo observado en las respuestas vasodilatadoras a ACh y NPS, no 
podemos descartar la posible participación de los canales de potasio, sobre la 
liberación de NO. 
5.5.- Participación de los canales BKCa y KATP en la liberación de NO 
endotelial 
En aortas de animales control la incubación con Glibenclamida (10µM) 
disminuyó significativamente la liberación basal y la liberación estimulada con 
ACh con respecto a la situación control. Este efecto no se observó en animales 
ovariectomizados (Figura 55). 
La incubación con Charibdotoxina (0.1µM), no modificó ni la liberación basal, ni 
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Figura 55: Efecto del Glibenclamida (Gliben 10 µM) y Charibdotoxina (Cahri, 0.1 µM) 
sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y estimulada por ACh en 
segmentos de aorta procedentes de animales control (izquierda) y ovariectomizados 
(derecha) precontraídas con NA (0.1 µM). El número de animales utilizado se indica 
entre paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de 
fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,0001, frente a su correspondiente situación 
basal; # p<0.05, frente a la situación control estimulada con ACh; +p<0.05 frente a la 
situación control basal. 
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Está descrito que la activación de los canales KATP endoteliales incrementa la 
concentración intracelular de Ca2+ y la liberación de NO endotelial (Wang et al, 
2007), lo que concuerda con nuestros datos en hembras control jóvenes donde 
observamos que su inhibición disminuye la liberación de NO tanto de manera 
basal como tras la estimulación con ACh. El hecho de que la Glibenclamida no 
modifique la liberación de NO en ratas ovariectomizadas puede ser debido a la 
sobreestimulación de la eNOS por derivados de COX-2 que sólo se produce en 
ratas ovariectomizadas (Martorell et al, 2009). 
5.5.- Reactividad vascular al abridor de canales  BKCa. Participación de 
de la PKG y aniones superóxido. 
Puesto que hemos observado la participación de los canales BKCa en la 
respuesta del NO sobre el músculo liso vascular, se analizó la respuesta al 
abridor de canales BKCa, NS 1619. 
La ovariectomía no modificó la relajación inducida por NS 1619 (0,1 nM -10 µM) 
en los segmentos aórtico precontraídos con 0.1 µM NA (p>0.05). 
Está descrito que tanto la PKG (White et al, 2000a), como O2- (Ferrer et al, 
1999; Liu y Gutterman, 2003) pueden modular la actividad de los canales BKCa, 
por lo tanto, se analizó el efecto del KT 5823 y tempol en la respuesta 
vasodilatadora inducida por NS 1619 en ambos grupos de animales. 
La incubación con KT 5823 (1µM), no modificó la relajación inducida a NS 1619 
en las aortas procedentes de animales control, sin embargo, la disminuyó en 
las procedentes de animales ovariectomizados (Figura 56).  
Este resultado sugiere que la PKG ejerce una regulación positiva sobre el 
canal, solamente, cuando la función ovárica se ha eliminado, lo cual concuerda 
con que la actividad de la PKG sea mayor en los segmentos aórticos 
procedentes de animales ovariectomizados. 
Al incubar con tempol (0.1 mM), obtenemos una disminución de la respuesta a 
NS 1619, tanto en segmentos procedentes de animales control, como de 
animales ovariectomizados (Figura 56) sugiriendo que los O2- podrían estar 
activando al canal, como ya ha sido descrito en aorta de machos 
orquidectomizados (Ferrer et al, 1999; Liu y Gutterman, 2003).  
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Figura 56: Efecto del KT 5823 (1µM), tempol (0.1mM) y KT+tempol sobre la 
vasodilatación inducida por NS 1619 (0,1 nM -10 µM) en segmentos de aorta 
de hembras jóvenes control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) 
precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± SEM) se expresan 
como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA (Estro: 
984.4 ± 76.61 mg, N=11; Estro + KT 5823: 991.7 ± 83.86 mg, N=11; Estro + 
tempol: 950 ± 87.20 mg, N=5; Estro + KT 5823 + tempol: 981 ± 66.0 mg, N=5; 
OVX: 931.3 ± 57,82 mg, N=7; OVX + KT 5823: 1086 ± 54.98 mg, N=6; OVX + 
tempol: 994 ± 52.98 mg, N=5; OVX + KT 5823 + tempol: 956.3 ± 91.0 mg, 
N=5). El número de animales en cada grupo está indicado entre paréntesis.  
 
No obstante, no debemos olvidar que al incubar con tempol, estamos, por un 
lado, eliminando los O2- del medio y evitando la formación de ONOO-, y por 
otro, favoreciendo la formación de H2O2. Tanto los O2-, como los ONOO- y el 
H2O2 pueden regular la actividad de los canales BKCa. 
Existen trabajos donde ponen de manifiesto que las especies reactivas de 
oxígeno modulan negativamente al canal, en concreto el H2O2, que elimina la 
actividad fisiológica del canal (Brakemeier et al, 2003; Tang et al, 2004) y 
disminuyendo la probabilidad de que se active (DiChiara y Reinhart, 1997), lo 
cual explicaría por qué al incubar con tempol, en nuestro modelo experimental, 
disminuye la respuesta a NS 1619, pero también se le ha atribuido al H2O2 un 
papel activador de los canales BKCa a través de la cascada NO/sGC/cGMP en 
células endoteliales (Dong et al, 2008).  
También se ha descrito un papel inhibitorio de los peroxinitritos sobre los 
canales BKCa del músculo liso vascular en arteria cerebral de rata (Brzezinska 
et al, 2000) o coronaria humana, donde especifican que los O2- no participan en 
la inactividad del canal (Liu et al, 2002). Sin embargo, estos resultados no 
explicarían la disminución de la respuesta a NS 1619 en presencia de tempol 
(Figura 57). 
Resultados y Discusión 
 101
 
Figura 57. Esquema representativo del efecto del tempol sobre los 
BKCa en las aortas procedentes de ratas control y ovariectomizadas. 
 
Con estos datos, se decidió analizar el efecto conjunto del KT 5823 y tempol en 
la respuesta vasodilatadora inducida por NS 1619 y observamos que la 
incubación conjunta del KT 5823 (1µM) y tempol (0.1mM) en aortas de ratas 
control disminuyó la respuesta a NS 1619 de la misma manera que el tempol 
(Figura 56), indicando que el efecto de la respuesta conjunta equivale al efecto 
del tempol únicamente y no existe una interacción entra los O2- y la PKG. Sin 
embargo, en ovariectomizadas la incubación conjunta KT (0.1µM) + tempol 
(0.1mM) provocó la desaparición del efecto inhibitorio del tempol y KT 5823, ya 
que en la respuesta a NS 1619 no se observa modificación (Figura 56), 
mostrando la existencia de una regulación diferente sobre los canales BKCa en 
la que participan los O2- o derivados y la PKG. 
En este sentido, cuando en ovariectomizadas la PKG está bloqueada por el KT 
5823 hace que la respuesta inducida por el NS 1619 en presencia de tempol 
sea igual que la respuesta del NS 1619 en situación control. Esto puede ser 
debido a que cuando la PKG esta inhibida, la presencia de tempol provoque: 
(1) que la producción de H2O2 favorezca la formación de cGMP, que al no 
poder actuar sobre la PKG por la presencia de KT 5823, activa directamente 
(Luedders et a, 2006) o a través de PKA (Roh et al, 2007) los canales BKCa; (2) 
evitar la formación de ONOO-, aumentando la biodisponibilidad del NO, que 
pude activar directamente (Bolotina et al, 1994) o a través de la producción de 
cGMP los canales BKCa (Figura 58). 




Figura 58: Efecto del tempol en las aortas procedentes de ratas 
ovariectomizadas cuando la actividad de la PKG está bloqueada. 
 
Adicionalmente se ha descrito que la PKA activa la catalasa, favoreciendo la 
eliminación de H2O2 (Yano y Yano, 2002) y por consiguiente su efecto. Este 
dato estaría de acuerdo con la ausencia de efecto del tempol y KT 5823 en la 
respuesta inducida por NS 1619 en aortas de ratas ovariectomizadas como se 
muestra en la Figura 58.   
 
En resumen, los resultados hasta aquí obtenidos ponen de manifiesto que, 
aunque la pérdida de función ovárica en jóvenes aumenta la producción de O2- 
y disminuya la formación de cGMP, sin modificar la liberación de NO, la 
respuesta vasodilatadora a ACh se mantiene. Esto probablemente es debido a 
la existencia de mecanismos compensatorios como el incremento de las 
actividades de las SODs y PKG. 
Esta mayor actividad de la PKG es la responsable de que los canales BKCa 
presenten una mayor activación en aortas de ratas ovariectomizadas. 
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EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO EN LA REGULACION DEL TONO 
VASCULAR 
Se ha descrito que el envejecimiento provoca disfunción endotelial (Matz y 
Andriantsitohaiana, 2003) y por tanto puede disminuir la relajación dependiente 
de endotelio (Andrawis et al, 2000). Por esto, el primer paso a abordar fue 
analizar la relajación endotelio-dependiente a ACh en segmentos de aorta 
procedentes de ratas jóvenes y viejas. 
1.- Respuesta a ACh 
El envejecimiento disminuyó la respuesta inducida por ACh (Figura 22), como 
ya había sido publicado (Vargas et al, 1997; Barton et al, 1997; Hashimoto et 
al, 1998).  
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Figura 22: Efecto vasodilatador de ACh (0.1 nM- 10 µM) en aortas de 
ratas hembras control (fase Estro) jóvenes (6 meses) y viejas (20 
meses de edad) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados 
(medias ± SEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la 
contracción inducida por NA (Estro joven: 1002 ± 41.74 mg, N=14; 
Estro vieja: 933.7 ± 39.47 mg, N=7). El número de animales utilizado 
se indica entre paréntesis. 
Estos resultados están de acuerdo con el efecto deletéreo del envejecimiento 
sobre la relajación dependiente de endotelio (Andrawis et al, 2000). 
Adicionalmente, es posible que la disminución de los niveles de progesterona, 
estrona, 17β-estradiol y testosterona, para los que se han descrito efectos 
vasculares (Sakuma et al, 2002; Orshal y Khalil, 2004) participen en dicha 
alteración. 
 A continuación analizaremos si el envejecimiento causa esta disminución en la 
respuesta a ACh por una modificación en la liberación y/o función del NO. 
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2.- Participación del NO endotelial 
2.1.- Participación del NO endotelial en respuesta a ACh 
Para analizar la el papel funcional NO endotelial en la respuesta a ACh en el 
envejecimiento, se incubaron, los segmentos procedentes de ratas hembras 
control jóvenes y viejas, con el inhibidor de la síntesis de NO, L-NAME.  
La preincubación con L-NAME (0,1 mM), disminuyó la respuesta a ACh en 
ambos grupos (Figura 23). Sin embargo, el efecto inhibitorio del L-NAME en 
dicha respuesta fue mucho mayor en ratas viejas que en jóvenes (Figura 24). 


































Figura 23: Efecto de L-NAME (0,1 mM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras controles (fase Estro) jóvenes (6 
meses) y viejas (20 meses de edad) precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados 
(media ± SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción 
inducida por NA (Estro joven: 1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro joven + L-NAME 1247 ± 
95.10 mg, N=8; Estro vieja: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; Estro viejas + L-NAME 1744 ± 
267.7 mg, N=5). El número de animales en cada grupo está indicado entre paréntesis.  










Figura 24: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en 
segmentos de aorta de hembras control (fase Estro) jóvenes (6 
meses) y viejas (20 meses de edad), percontraídos con 0.1 µM NA 
en ausencia o presencia de L-NAME (0.1 mM). Los resultados (media 
± SEM) están expresados como el porcentaje del AUC en arterias 
control. *p<0.05 comparando ambos grupos. 
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Estos resultados sugieren que la respuesta vasodilatadora a ACh en aortas de 
ratas viejas es debida principalmente al NO, mientras que en jóvenes participan 
otros factores, diferentes al NO con un papel vasodilatador, pudiendo ser esta 
la causa de que la respuesta a ACh sea mayor en hembras jóvenes que en 
viejas. 
Adicionalmente, la incubación con L-NAME modificó la precontracción a NA en 
los segmentos aórticos procedentes de animales control jóvenes (Estro joven: 
1002 ± 41.74 mg, N=14; Estro joven + L-NAME 1247 ± 95.10 mg, N=8, p<0.05), 
y de animales control viejos (Estro vieja: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; Estro viejas + 
L-NAME 1744 ± 267.7 mg, N=5, p<0.05), lo cual nos indica que en ambos 
grupos, el NO regula negativamente la respuesta contráctil a NA, como ya ha 
sido descrito por otros investigadores (Zonta et al, 1998; Bechara et al,2008)  
Al observar que existen diferencias en el papel funcional del NO en la 
respuesta inducida por ACh en los segmentos precontraídos con NA, se 
analizó si la sensibilidad al NO estaba modificada por el envejecimiento. 
2.2.- Reactividad vascular a NPS 
El envejecimiento disminuyó la respuesta vasodilatadora inducida por el 
donante de NO, NPS (Figura 25).  
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Figura 25: Efecto vasodilatador de NPS en aorta de ratas hembras 
control (fase Estro) jóvenes (6 meses) y viejas (20 meses de edad) 
precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (medias ± SEM) se 
expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción 
inducida por NA (Estro joven: 989 ± 120.5 mg, N=7; Estro vieja: 1101 
± 180.7 mg, N=5). El número de animales utilizado se indica entre 
paréntesis. 
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Existen discrepancias en la bibliografía sobre el efecto del envejecimiento en la 
respuesta inducida por el NPS. Se ha descrito que el envejecimiento disminuye 
(Wu et al, 2007b; Stice et al, 2009) o no modifica (Vargas et al, 1997) la 
respuesta al donante de NO, NPS.   
Puesto que observamos que en el envejecimiento, a pesar de que la 
participación del NO sea mayor, la respuesta vasodilatadora inducida por ACh 
y NPS están disminuidas, se analizó posibles modificaciones en la expresión 
y/o actividad de la eNOS. 
2.3.- Expresión de eNOS y liberación de NO endotelial  
Muchos son los investigadores que han analizado el papel del envejecimiento 
en la expresión de eNOS, describiendo que esta puede estar incrementada 
(Cernadas et al, 1998; Wu et al, 2007b), disminuida (Barton et al, 1997) o no 
modificada (Chou et al, 1998). En nuestro modelo experimental utilizado, el 
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Figura 26. Resultados del análisis de la expresión de eNOS 
mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras control (fase Estro) jóvenes (6 meses) y viejas (20 meses 
de edad). En la parte superior de la figura se representa un blot 
representativo de la expresión de eNOS. En la parte inferior se 
muestra el análisis densitométrico de la expresión de eNOS de 
cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los 
resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la 
señal obtenida para eNOS (pixeles) y la carga de proteína de cada 
segmento (20 µg). 
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También se ha analizado ampliamente la actividad de dicha enzima, 
habiéndose descrito resultados contradictorios, pues se ha demostrado que el 
envejecimiento puede incrementar (van der Loo et al, 2000) o disminuir 
(Cernadas et al, 1998; Chou et al, 1998; Ferrer y Balfagón, 2001) la actividad 
de eNOS. 
Para analizar si, en nuestro modelo experimental, el envejecimiento modifica la 
actividad de eNOS, analizaremos si funcionalmente existen modificaciones en 
la liberación de NO basal y tras la estimulación con ACh. 
El análisis de la liberación de NO endotelial muestra que el envejecimiento no 




























Figura 27: Liberación de NO de origen endotelial basal y 
estimulada por ACh en segmentos procedentes de animales 
control (fase Estro) jóvenes (6 meses) y viejos (20 meses), 
precontraídos con NA (0.1 µM). El número de animales 
utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados (madia ± 
SEM) se expresaron como unidades arbitrarias de 
fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,05 frente a la 
liberación basal de NO.  
 
En este sentido, se ha descrito que el envejecimiento disminuye (Tschudi et al, 
1996; Barton et al, 1997) o no modifica la liberación de NO. Por otra parte 
distintos estudios han puesto de manifiesto que las hormonas sexuales regulan 
la liberación de NO (Selles et al, 2005; Hisamoto et al, 2005). Hay que tener en 
cuenta que en estos estudios se analiza el papel de distintas hormonas 
sexuales aisladas sobre la liberación del NO. Por lo tanto los resultados 
obtenidos no son comparables a los encontrados en el modelo experimental 
utilizado. 
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Con estos datos, podemos concluir que la causa de que obtengamos una 
menor respuesta vasodilatadora inducida por ACh en los segmentos aórticos 
procedentes de ratas viejas, sabiendo que la liberación de NO no esta 
modificada, es que la vía de señalización del NO esté disminuida en animales 
viejos, aunque la participación de otros factores endoteliales vasoactivos 
adicionales en jóvenes no se puede descartar. 
También hay que tener en cuenta los ROS puedan estar implicados en el 
metabolismo del NO y serán analizados más adelante. 
2.4.- Niveles de cGMP 
Adicionalmente, no podemos descartar que el envejecimiento participe en la 
cascada de señalización del NO, por lo que el siguiente paso fue analizar la 
liberación de cGMP basal y tras estimulación con ACh.  
Observamos que la liberación basal de cGMP fue igual en ambas situaciones, y 
que la ACh provocó un incremento en la liberación de cGMP mucho mayor en 



































Figura 28: Liberación de cGMP basal y estimulada por ACh en 
segmentos procedentes de ratas hembra control (fase Estro) 
joven y viejas, precontraídos con NA (0.1 µM). El número de 
animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados 
(media ± SEM) se expresaron como pmol/mg de tejido. * 
p<0,05; **p<0.001 frente a la liberación basal de cGMP, 
#p<0.05 frente a la liberación de cGMP estimula con ACh en 
hembras control jóvenes. 
 
Este resultado concuerda con la menor respuesta inducida por ACh y NPS en 
ratas viejas.  Se ha descrito un disminución en los niveles de cGMP en aorta de 
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conejo por el envejecimiento (Ferrer et al, 1998), y que el envejecimiento 
disminuye la actividad de la sGC (Chen et al, 2000) lo que explicaría la 
disminución en la liberación de cGMP en los segmentos procedentes de ratas 
viejas, sin embargo también se ha descrito que se incrementa (Zieman et al, 
2001) o que no se modifica (Ferrer et al, 2003) la actividad de la sCG por el 
envejecimiento. 
2.5.- Participación del sGC en respuesta a ACh 
El siguiente paso fue analizar el papel funcional de sGC en la respuesta 
vasodilatadora inducida por ACh, para ello se incubaron los segmentos de 
aorta procedentes de animales control jóvenes y viejos con el inhibidor 
específico de la sGC, ODQ. La preincubación con ODQ (10 µM), disminuyó la 
respuesta a ACh en ratas jóvenes y viejas (Figura 29).  
 




































Figura 29: Efecto de ODQ (10 µM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -
10 µM) en segmentos de aorta de hembras controles (fase Estro) jóvenes (6 meses) y 
viejas (20 meses de edad) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro joven: 1071 ± 82.17 mg, N= 8; Estro joven  + ODQ: 2427 ± 113 mg, N=9; Estro 
vieja: 1219 ± 164.2 mg, N=5; Estro vieja + ODQ: 2195 ± 48.32 mg, N=5). El número 
de animales en cada grupo está indicado entre paréntesis.  
 
 
El papel inhibitorio del ODQ en la respuesta vasodilatadora a ACh fue similar 
en ambos grupos (Figura 30). 
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Figura 30: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en 
segmentos de aorta de hembras control (fase Estro) jóvenes (6 meses) 
y viejas (20 meses de edad), percontraídos con 0.1 µM NA en ausencia 
o presencia de ODQ (10 µM). Los resultados (media ± SEM) están 
expresados como el porcentaje del AUC en arterias control.  
 
Observando el papel inhibitorio del ODQ en la respuesta inducida por ACh, 
junto con el papel inhibitorio de L-NAME, apreciamos que en los segmentos de 
aorta procedentes de animales jóvenes la participación del NO es a través de 
su acción sobre la sGC, pues el efecto inhibitorio de ODQ coincide con el 
efecto inhibitorio del L-NAME (Joven ODQ: 74.22 ± 7.54, N=9; Joven L-NAME: 
69.20 ± 7.3, N=10, p= 0,6389). Sin embargo, en hembras viejas el efecto 
inhibitorio del L-NAME es mucho mayor que el del ODQ (vieja ODQ: 68.41 ± 
10.44, N=5; vieja L-NAME: 93.00 ± 3.5, N=4, p< 0.05), lo que sugiere que en 
hembras viejas, la participación del NO es, en parte, a través de su acción 
sobre sGC, pero existe otros mecanismos por los que el NO media la respuesta 
a ACh independientes de la sGC.  
3.- Aniones superóxido 
Las especies reactivas de oxígeno participan en el metabolismo del NO 
(Gryglewski et al, 1986; Ferrer et al, 2000), en concreto los O2-, son cruciales 
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3.1.- Localización in situ de aniones superóxido 
El envejecimiento no modificó los niveles de O2- (Figura 31).  
 
 
Figura 31. Detección in situ de aniones superóxido mediante microscopía 
confocal en segmentos aórticos procedentes de animales control (fase Estro) 
jóvenes (6 meses) y viejos (20 meses de edad). La figura es una imagen 
representativa de una sección arterial de cuatro segmentos de cada grupo 
magnificada 200x.   
Sin embargo, se ha descrito que el envejecimiento está acompañado de un 
incremento de especies reactivas de oxigeno (van der Loo et al, 2000; Moon et 
al, 2001) que provocan estrés oxidativo. Sin embargo, al igual que con el NO, 
los O2- también son el producto de su producción y eliminación. Su eliminación 
esta llevada a cabo por distintos sistemas detoxificadores como ha sido 
comentado en el apartado anterior. Entre las distintas enzimas implicadas, es 
de gran importancia la función de la SOD, por lo que su expresión y actividad 
serán analizadas a continuación 
3.2.- Expresión de Cu/ZnSOD y MnSOD. Actividad de SOD 
En la aorta de rata las isoformas predominantes son la Cu/ZnSOD citosólica 
(Namgaladze et al, 2005) y MnSOD mitocondrial. 
El envejecimiento no modifica expresión de Cu/ZnSOD, sin embargo, 
incrementa la expresión de la isoforma MnSOD (Figura 32). 
 





















































Figura 32: Resultados del análisis de la expresión de Cu/ZnSOD y MnSOD mediante 
la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas hembras control (fase 
Estro) jóvenes (6 meses) y viejas (20 meses de edad). En la parte superior de la figura 
se representa un blot representativo de la expresión de Cu/ZnSOD y MnSOD. En la 
parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la expresión de Cu/ZnSOD 
(izquierda) y MnSOD (derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito 
entre paréntesis. Los resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la 
señal obtenida para Cu/ZnSOD y MnSOD (pixeles) y la carga de proteína de cada 
segmento (20 µg).* p<0.01 frente a la situación control. 
 
El envejecimiento provocó un incremento significativo en la actividad de las 























Figura 33. Actividad de la SOD en segmentos de aorta 
procedentes de animales control (fase Estro) jóvenes (6 meses) y 
viejas (20 meses). Los resultados (media ± SEM) están 
expresados como unidades de SOD/ml por mg de proteína. El 
número de animales está indicado entre paréntesis. * p<0.001 
frente a las ratas control. 
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Estos resultados sugieren que la mayor actividad y/o expresión de SOD, 
puedan ser los responsables de que la detección de aniones in situ sea igual 
en ambas situaciones. Adicionalmente, se ha descrito que la expresión o 
actividad de las distintas isoformas de SOD puedes estar alteradas en 
situaciones patofisiológicas, donde se encuentra alterada la producción de 
aniones superóxido (Kobayashi et al, 2002; Tanaka et al, 2005; Blanco-Rivero 
et al, 2006), pero también se ha descrito que el envejecimiento no modifica su 
actividad (Barton et al, 1997).  
Por lo tanto, el envejecimiento en ratas hembras controles provoca una 
disminución en la respuesta inducida por ACh, y NPS, por una disminución en 
la formación de cGMP. Adicionalmente, el sistema detoxificador de la SOD está 
incrementado, lo cual indica que la producción de O2- pudiera estar 
incrementada en el envejecimiento, y no se debe descartar que pudieran 
participar en la regulación del tono basal o tras estimulación con ACh y/o NPS.  
Puesto que el envejecimiento en las ratas control va acompañado de una 
disminución en los niveles de hormonas sexuales, a continuación se analizará 
el efecto de la pérdida de la función ovárica sobre la regulación del tono 
vascular en el envejecimiento. 
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EFECTO DE LA DISFUNCIÓN OVÁRICA EN LA REGULACIÓN DEL TONO 
VASCULAR EN ANIMALES VIEJOS 
1.- Respuesta a ACh 
La respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue similar en hembras controles 
y en ovariectomizadas de 20 meses de edad (Figura 59).  

















Figura 59: Efecto vasodilatador de ACh (0.1 nM- 10 µM) en aorta 
de ratas hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas 
(OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (medias ± 
SEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la 
contracción inducida por NA (Estro: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; OVX: 
1120 ± 79.48 mg, N=10). El número de animales utilizado se 
indica entre paréntesis. 
 
 
El hecho de que la ovariectomía a los 20 meses no modifique la respuesta a 
ACh coincide con los datos obtenidos a los 6 meses, donde la ovariectomía 
tampoco modificaba la respuesta a ACh. Sin embargo, existen datos que 
avalan que la relajación inducida por ACh está disminuida en ratas 
ovariectomizadas viejas (Castillo et al, 2005), pero en este estudio, tanto la 
cepa del animal, como la edad a la que se produce y el tiempo de 
mantenimiento de la ovariectomía son diferentes. 
Aunque la respuesta a ACh no se modifique, no se debe descartar cambios en 
la liberación y/o función de los distintos factores endoteliales, y que la 
disfunción ovárica junto con el envejecimiento modulen la participación del NO, 
por lo que será analizado a continuación. 
Resultados y Discusión 
 115
2.-  Participación del NO endotelial  
2.1.- Participación del NO endotelial en respuesta a ACh 
Con el fin de analizar la implicación del NO endotelial en la respuesta a ACh en 
las aortas de hembras control y ovariectomizadas de 20 meses de edad se 
incubaron con el inhibidor de la síntesis del NO, L-NAME. La preincubación con 
L-NAME (0,1 mM), eliminó prácticamente la respuesta a ACh en las aortas de 
de hembras control y ovariectomizadas de lo que se deduce que la respuesta 
vasodilatadora a ACh es completamente dependiente del NO en ambos grupos 
de animales (Figura 60). La inhibición de la respuesta a ACh producida por la 
incubación con L-NAME, fue similar en los segmentos procedentes de ratas 
control y ovariectomizadas de 20 meses de edad (Figura 61).  



































Figura 60: Efecto de L-NAME (0,1 mM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM 
-10 µM) en segmentos de aorta de hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas 
(OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± SEM) se expresan como 
porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA (Estro: 933.7 ± 39.47 mg, 
N=7; Estro + L-NAME: 1744 ± 267.7 mg, N= 5; OVX: 1120 ± 79.48 mg, N=10; OVX + L-
NAME: 1828 ± 303.9 mg, N= 5). El número de animales en cada grupo está indicado 











Figura 61: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en 
segmentos de aorta de hembras control (fase Estro) y ovariectomizadas 
(OVX) viejas, percontraídos con 0.1 µM NA en ausencia o presencia de 
L-NAME (0.1 mM). Los resultados (media ± SEM) están expresados 
como el porcentaje del AUC en arterias control.  
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Estos datos son diferentes que los obtenidos con la ovariectomía en ratas de 6 
meses, donde se apreciaba la participación de otros factores endoteliales, 
aparte del NO, responsables de completar la relajación inducida por ACh. 
Adicionalmente, la incubación con L-NAME incrementó la precontracción a NA 
(0.1 µM) en los segmentos aórticos procedentes de animales viejos control 
(Estro: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; Estro + L-NAME: 1744 ± 267.7 mg, N= 5, 
p<0.05) y ovariectomizados (OVX: 1120 ± 79.48 mg, N=10; OVX + L-NAME: 
1828 ± 303.9 mg, N= 5, p<0.05) mostrando una regulación negativa del NO 
sobre la respuesta contráctil inducida por la dosis única de NA, sin embargo, 
este resultado no coincide con lo obtenido en ovariectomizadas jóvenes, 
indicando que el envejecimiento en ovariectomizadas provoca cambios 
funcionales sobre la participación de NO en la respuesta a ACh en los 
segmentos precontraídos con NA. Aunque la participación del NO en la 
respuesta vasodilatadora inducida por ACh es igual en ambos casos, no 
podemos descartar la posibilidad de que la sensibilidad al NO en las células del 
músculo liso esté modificada, por lo tanto el siguiente paso fue analizar la 
respuesta al donante de NO, NPS. 
2.2.- Reactividad vascular a NPS 
La vasodilatación inducida por NPS no se vio modificada por la ovariectomía en 
el envejecimiento, indicando que la perdida de función ovárica no altera la 
sensibilidad del músculo liso vascular al donante de NO (Figura 62) al igual que 
sucede en hembras jóvenes.  
Es de esperar que en hembras viejas ovariectomizadas y con una leve 
hipertensión encontráramos evidencias de una posible disfunción endotelial 
(Riviero et al, 2001), sin embargo nuestros resultados muestran que la 
respuesta endotelio-dependiente y la sensibilidad a NO no está modificada. En 
este sentido y sabiendo que en hembras jóvenes la ovariectomía produce 
cambios en la señalización del NO, se analizó si la expresión de eNOS y la 
liberación de NO estaba modificada en el envejecimiento. 
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Figura 62: Efecto vasodilatador de NPS (0.1 nM- 10 µM) en aorta de 
ratas hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) 
precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados (medias ± SEM) se 
expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida 
por NA (Estro: 1101 ± 180.7 mg, N=5; OVX: 1134 ± 153.8 mg, N=5). El 
número de animales utilizado se indica entre paréntesis. 
 
2.3.- Expresión de eNOS y liberación de NO endotelial  
Se observó que la ovariectomía en el envejecimiento no modificó la expresión 
























Figura 63: Resultados del análisis de la expresión de eNOS 
mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras viejas controles (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En 
la parte superior de la figura se representa un blot representativo de 
la expresión de eNOS. En la parte inferior se muestra el análisis 
densitométrico de la expresión de eNOS de cuatro segmentos de 
cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los resultados (medias + 
SEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para eNOS 
(pixeles) y la carga de proteína de cada segmento (20 µg). 
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Este resultado coincide con el obtenido en hembras jóvenes, donde la 
ovariectomía tampoco modificó la expresión de eNOS. Adicionalmente, ha sido 
descrito que la utilización de moduladores estrogénicos en ratas viejas 
ovariectomizadas no modifica la expresión de eNOS (Wong et al, 2006), lo cual 
está de acuerdo con nuestro resultado, pero aun así, no podemos descartar 
que la actividad de la eNOS esté o no modificada por la ovariectomía en el 
envejecimiento. 
El siguiente paso, por tanto, consistió en analizar la liberación de NO basal e 
inducida tras la estimulación con ACh en aortas de hembras controles y 
ovariectomizadas. La ovariectomía no produjo cambios en la liberación basal 
de NO. En ambos caso la ACh incremento la liberación de NO, pero este 





























Figura 64: Liberación de NO de origen endotelial basal y estimulada 
por ACh en segmentos procedentes de animales viejos control (fase 
Estro) y ovariectomizados (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). El 
número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los 
resultados (madia ± SEM) se expresaron como unidades arbitrarias 
de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a la 
liberación basal de NO; # p< 0.01 frente a la situación control. 
 
Se ha descrito que la ovariectomía en el envejecimiento produce una 
disminución de los niveles de los metabolitos del NO (nitritos/nitratos) 
plasmáticos (Moien-Afshari et al, 2003), lo cual concuerda con nuestro 
resultado. 
Cuando el envejecimiento cursa con hipertensión se describió la posibilidad de 
que estuvieran alterado la expresión de eNOS y/o la liberación de NO (Marín y 
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Martin-Rodríguez, 1999), nosotros observamos que únicamente están 
modificados los niveles de NO endotelial tras la estimulación con ACh. 
Con estos resultados cabría esperar, que la cascada de señalización del NO, 
estuviera modificada, aunque la participación de mismo en la respuesta a ACh 
sea la misma, por eso se analizo la liberación de cGMP inducida por ACh. 
2.4.- Niveles de cGMP 
Los niveles de cGMP basales no se vieron modificados por la ovariectomía en 
animales viejos y la estimulación con ACh provocó un incremento similar en 





























Figura 65: Liberación de cGMP basal y estimulada por ACh en 
segmentos procedentes de animales viejos control (fase Estro) y 
ovariectomizados (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). El número 
de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados 
(media ± SEM) se expresaron como pmol/mg de tejido. * p<0,05 
frente a la liberación basal de cGMP.  
 
Estos resultados nos muestran que aunque la liberación de NO sea diferente 
tras el estímulo de ACh, provocan la misma liberación de cGMP, lo que 
explicaría que la respuesta a NPS no esté modifica por la ovariectomía, sin 
embargo existen estudios previos que ponen de manifiesto que la ovariectomía 
en animales viejos provoca una disminución en la expresión de las 
subunidades de la sGC, lo cual disminuiría el efecto del NO en las células de 
músculo liso vascular (Stice et al, 2009).  
Adicionalmente, se ha descrito la existencia de otros factores endoteliales, 
diferentes al NO, que activan a la  sGC (Teede et al, 2001) pudiendo ser esta la 
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causa de que obtengamos los mismos niveles de cGMP tras la estimulación 
con ACh en ambos grupos, aunque, la ovariectomía en ratas viejas provoque 
un disminución en la liberación de NO tras la estimulación con ACh, por lo 
tanto, analizaremos a continuación, la participación de la sGC en respuesta  a 
ACh, en nuestro modelo experimental.  
2.5.- Participación de la sGC en respuesta a ACh 
Para ello se incubaron los segmentos de aorta procedentes de animales viejos 
controles y ovariectomizados con ODQ (10 µM). La preincubación con ODQ 
redujo la respuesta a ACh en ratas viejas (Figura 66).  
 


































Figura 66: Efecto del ODQ (10 µM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -
10 µM) en segmentos de aorta de hembras viejas controles (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 1219 ± 164.2 mg, N=5; Estro + ODQ: 2195 ± 48.32 mg, N=5; OVX: 1457 ± 
78.93 mg, N=11; OVX + ODQ: 2539 ± 136.1 mg, N=10). El número de animales en 
cada grupo está indicado entre paréntesis. 
 
 
El análisis del área bajo la curva (AUC), muestra que el papel inhibitorio del 
ODQ en la respuesta vasodilatadora a ACh es mayor en la ovariectomía  
(Figura 67). 













Figura 67: Diferencias del área bajo la curva (AUC) a ACh en 
segmentos de aorta de hembras viejas control (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX), percontraídos con 0.1 µM NA en ausencia o 
presencia de ODQ (10 µM). Los resultados (media ± SEM) están 
expresados como el porcentaje del AUC en arterias control. *p<0.05 
comparando ambos grupos.  
 
En las ratas ovariectomizadas, observamos que el papel inhibitorio del ODQ, 
coincide prácticamente con el papel inhibitorio del L-NAME (OVX+ODQ: 90.26 
± 4.99 %AUC, N=9; OVX+L-NAME: 82.75 ± 7.83 %AUC,  N=4, p=0.43), lo que 
nos indica que el papel funcional del NO está mediado únicamente por la 
activación de la sGC en respuesta a ACh. Sin embargo, en ratas control al 
incubar con L-NAME, obtenemos un inhibición mayor que al incubar con ODQ 
(ESTRO+ODQ: 68.61 ± 10.44 %AUC, N= 5; ESTRO+L-NAME: 93.00 ± 3.5 
%AUC, N=4, p<0.05), indicando que en la respuesta a ACh, el NO además de 
activar la sGC también participa por otros mecanismos.  
Adicionalmente, la incubación con ODQ incrementó la precontracción a NA (0.1 
µM) en los segmentos aórticos procedentes de animales viejos controles 
(Estro: 1219 ± 164.2 mg, N=5; Estro + ODQ: 2195 ± 48.32 mg, N=5, p<0.001) y 
ovariectomizados (OVX: 1457 ± 78.93 mg, N=11; OVX + ODQ: 2539 ± 136.1 
mg, N=10, p<0.0001), este resultado concuerda con el incremento de la 
respuesta a la dosis única de NA producido por el L-NAME en las aortas 
procedentes de animales viejos, dando a conocer que el NO/cGMP regula 
negativamente la respuesta contráctil a la dosis única de NA.  
3.- Aniones superóxido 
Recordamos que una de las principales moléculas que regulan la 
biodisponibilidad del NO, son los O2- y que sus niveles, tal y como hemos visto 
en hembras jóvenes están regulados por la función ovárica.  
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3.1.- Localización in situ de aniones superóxido 
La ovariectomía en el envejecimiento provocó un incremento en los niveles de 




Figura 68: Detección in situ de aniones superóxido mediante microscopía 
confocal en segmentos aórticos procedentes de hembras control (fase Estro) y 
ovariecomizadas (OVX) viejas. La figura es una imagen representativa de una 
sección arterial de cuatro segmentos de cada grupo magnificada 200x.   
 
Observamos que este incremento provocado por la ovariectomía en la 
producción de O2- es mucho mayor  en hembras viejas que en jóvenes, por lo 
tanto estos resultados ponen de manifiesto que el tiempo de mantenimiento de 
la ovariectomía es decisivo para la obtención de O2-. Así mismo, recordamos 
que en las aortas control, el envejecimiento no había modificado lo niveles in 
situ de O2- gracias a una mayor actividad de la SOD. En este sentido y  para 
entender el porqué encontramos estos valores tan elevados de O2- en ratas 
ovariectomizadas viejas, se analizo la expresión y actividad de las SODs. 
 
3.2.- Expresión Cu/ZnSOD y MnSOD. Actividad de SOD 
Al igual que hembras jóvenes, analizamos la expresión de las isoformas 
Cu/ZnSOD y MnSOD. La ovariectomía provocó un incremento en la expresión 
de Cu/Zn SOD  y Mn SOD (Figura 69).  




























































Figura 69: Resultados del análisis de la expresión de Cu/Zn SOD y Mn SOD mediante 
la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas hembras viejas control 
(fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la parte superior de la figura se representa 
un blot representativo de la expresión de Cu/Zn SOD y Mn SOD. En la parte inferior se 
muestra el análisis densitométrico de la expresión de Cu/Zn SOD (izquierda) y Mn 
SOD (derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito entre paréntesis. Los 
resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para 
Cu/Zn SOD y Mn SOD (pixeles) y la carga de proteína de cada segmento (20 µg).* 
p<0.05 frente a la situación control. 
 
La ovariectomía en los segmentos procedentes de animales viejos no modificó 














Figura 70: Actividad de la SOD en segmentos de aorta procedentes 
de animales control (fase Estro) y ovariectomizados (OVX) viejos. Los 
resultados (media ± SEM) están expresados como unidades de 
SOD/ml por mg de proteína. El número de animales está indicado 
entre paréntesis.  
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Recodamos que en situación control el envejecimiento no modificó la expresión 
de Cu/ZnSOD, pero incremento la expresión de MnSOD y además de 
incrementar la actividad de SOD.  
La ovariectomía en hembras viejas, pese a que incrementa la expresión de las 
isoformas Cu/ZnSOD y MnSOD, no modificó significativamente la actividad de 
la distintas isoformas de SOD. No debemos olvidar que partimos de una 
actividad ya incrementada por el envejecimiento y que en los segmentos 
procedentes de ratas ovariectomizadas viejas podemos apreciar la tendencia a 
incrementar la actividad de SOD. Esto podría explicar porqué encontramos en 
este grupo los niveles de O2- más elevados.  
4.- Proteína quinasa dependiente de cGMP (PKG) 
Puesto que: (1) la ovariectomía en las ratas de 20 meses produce alteraciones 
en las vías de señalización del NO; (2) la función ovárica, en ratas jóvenes, 
regula la actividad de PKG, PKA y PKC; y (3) la PKG puede estar regulada por 
cAMP (Smith et al, 1996) y PKC (Barman et al, 2004a; Barman et al, 2004b; Hou 
et al, 2003), se analizó la actividad basal de las quinasa PKG, PKA y PKC. 
La ovariectomía no modificó la actividad basal de PKG y disminuyó la actividad 
basal de PKA (Tabla 11). En el análisis de la actividad de PKC no se detectó 
señal en hembras viejas controles y ovariectomizadas, por lo que deducimos 
que en el envejecimiento la actividad basal de la de PKC esta disminuida en 
ambos grupos, aunque no podemos descartar la posibilidad de que existan 
diferencias entre las actividades. 
 
 
Tabla 11: Actividades basales de las quinasas, PKG, PKA, PKC en segmentos de 
aorta procedentes de ratas hembras controles (fase Estro) y ovariectomizadas 
(OVX). Los valores están expresados (media ± SEM) como densidad óptica 
(D.O.)/mg proteína. #p<0.05 frente a la situación control; - significa no detectada 
en el análisis. 
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El envejecimiento proporciona una regulación adicional sobre la actividad de 
las distintas quinasas. La actividad basal de PKG en hembras controles de 20 
meses es mucho mayor que en hembras controles de 6 meses (Estro joven: 
2.33 ± 0.33 D.O./mg proteína, N=5; Estro vieja: 32.40 ± 3.71 D.O./mg proteína, 
N=5, p<0.0001) y por el contrario disminuye la actividad basal de PKA (Estro 
joven: 2961 ± 611.4 D.O./mg proteína, N=4; Estro vieja: 1359 ± 198.4 D.O./mg 
proteína, N=4) y PKC (Estro joven: 256.1 ± 89.50 D.O./mg proteína, N=6; Estro 
vieja: no detectada, N=6). El hecho de que el envejecimiento provoque una 
disminución en la actividad de PKC y PKA podría ser la causa de que la 
actividad de PKG sea tan elevada en las aortas de ratas viejas. Este resultado 
está de acuerdo con el efecto inhibitorio de la PKC sobre la PKG (Barman et al, 
2004a). El hecho de que en el envejecimiento la actividad de PKC esté 
disminuida podría provocar que desapareciera su efecto inhibitorio produciendo 
así, una mayor actividad de PKG.  
En este sentido, estas diferencias pueden ser debidas a la disminución de los 
niveles de la hormonas sexuales que proporciona el envejecimiento, sin 
embargo, observamos que, al menos, en la regulación de la actividad basal de 
PKA, existe algo adicional que depende de la función ovárica que no son la 
estrona, 17β-estradiol y testosterona, pues los niveles de estas hormonas son 
iguales en situación control y ovariectomía en los animales de 20 meses de 
edad.  
Una posible responsable de las diferencias en la actividad de PKA en todos los 
grupos experimentales podría ser la progesterona, pues las diferencias entre 
las actividades se correlacionan con las diferencias obtenidas de los niveles de 
progesterona en todos los grupos experimentales. Sin embargo, no ha sido 
descrito el papel vascular de la progesterona sobre la regulación de la actividad 
de PKA, aunque esto tampoco descarta su posible participación.  
4.1.- Participación de PKG en la respuesta a ACh 
Aunque la actividad basal de la PKG, no se ve modificada por la ovariectomía 
en segmentos de aorta de ratas viejas, no podemos descartar que su 
participación en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh sea diferente. 
Para ello se incubaron los segmentos procedentes de animales control y 
ovariectomizados con el inhibidor de la PKG, KT 5823.  
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La incubación con KT 5823 no modificó la relajación inducida por ACh, ni 
hembras viejas controles, ni ovariectomizadas (Figura 71). 
Estos resultados, a pesar que la actividad de la PKG esté incrementada, son 
similares a lo observado en jóvenes y como hemos indicado en ese caso, 
podría suceder que estemos inhibiendo únicamente la actividad de la PKG 
mediada por cGMP (Taylor et al, 2000) y/o que el NO (Bolotina et al, 1994) y 
cGMP (Eichhorn y Dobrev, 2007; Roh et al, 2007) ejerciera su efecto por otras 
vías independientes de PKG.  
 































Figura 71: Efecto del KT 5823 (0.1 µM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0.1 
nM- 10 µM) en segmentos de aorta procedentes de hembras viejas controles (fase 
Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). Los resultados 
(media ± SEM) están expresados como la porcentaje de inhibición de la contracción 
inducida por NA (Estro: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; Estro + KT 5823: 1144 ±253.4 mg, N= 
4; OVX: 1120 ± 79.48 mg, N=10; OVX + KT 5823: 1088 ± 60.81 mg, N= 5). El número 
de animales está expresado entre paréntesis 
 
4.2.- Participación de PKG en la liberación de NO endotelial 
La incubación con el inhibidor de la PKG, el KT 5823 (1 µM) no modificó la 
liberación basal e inducida por ACh en ninguno de los dos grupos (Figura 72). 
En hembras jóvenes observábamos una regulación positiva de la liberación de 
NO mediante la PKG en respuesta a ACh, sin embargo no lo encontramos en 
los animales envejecidos. No debemos olvidar que la ovariectomía en ratas 
viejas disminuye la liberación de NO inducida por ACh en situación control, por 
lo que la liberación de NO en presencia de KT 5823 es menor que en ratas 
control. 
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Figura 72: Efecto del KT 5823 (1µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial 
basal y estimulada por ACh en los segmentos de aorta procedentes de animales 
control (izquierda) y ovariectomizados (derecha) precontraídos con NA (0.1 µM). El 
número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron 
como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,001, frente a 




5.- Participación de los canales BKCa y KATP 
La participación de los distintos canales de potasio en la regulación del tono 
vascular (Ko et al, 2008; Baranowska et al, 2007) está modulada por la acción 
de la PKG (White et al, 2000a). Teniendo en cuenta que la actividad de la PKG 
basal está muy incrementada en el envejecimiento, sería interesante ver si la 
ovariectomía y el envejecimiento participan en la regulación de los canales. 
Para ello se analiza la expresión y participación en la respuesta inducida por 
ACh de los canales BKCa y KATP. 
5.1.- Expresión de los canales BKCa  
La ovariectomía no modificó la expresión de la subunidad α e incrementó la 
























































Figura 73: Resultados del análisis de la expresión de la subunidad (sub) α y β de los 
canales BKCa mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la parte superior de 
la figura se representa un blot representativo de la expresión de la subunidad α y β de 
los canales BKCa. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la 
expresión de la subunidad α del canal BKCa  75 y 50 KDa (izquierda) y la subunidad β 
del canal BKCa (derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito entre 
paréntesis. Los resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la señal 
obtenida para la subunidad α y β de los canales BKCa (pixeles) y la carga de proteína 
de cada segmento (20 µg).* p<0.001 frente a la situación control. 
 
En hembras jóvenes habíamos indicado la existencia de una regulación 
hormonal sobre la expresión de la subunidad β, de tal manera que en 
ovariectomizadas jóvenes, donde la concentración de hormonas sexuales en 
suero es menor, la expresión de la subunidad β esta incrementada. En este 
sentido, podemos explicar que obtengamos una mayor expresión de la 
subunidad β en hembras viejas en comparación con hembras jóvenes (Estro 
joven: 3.78 ± 0.07 pixeles/µg, N=4; Estro vieja: 5.78 ± 0.37 pixeles/µg, N=4; 
p<0.01). Sin embargo, con este razonamiento no podríamos explicar el 
incremento de expresión que obtenemos con la ovariectomía en hembras 
viejas, pues como ya hemos mencionado los niveles de distintas hormonas 
sexuales, a excepción de la progesterona se mantienen constantes en hembras 
controles y ovariectomizadas de 20 meses de edad, indicando que la 
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progesterona podría ejercer estos reguladores sobre la expresión de la 
subunidad β, sin descartar la existencia de otros factores adicionales. 
Así mismo, el envejecimiento también regula la expresión de la subunidad α, 
pues provoca una disminución en la expresión de la banda 50 KDa (Estro 
joven: 7.46 ± 0.28 pixeles/µg, N=4; Estro vieja: 6.17 ± 0.02 pixeles/µg, N=4; 
p<0.01), sin embargo esta la expresión de la subunidad α no parece estar 
sujeta a una regulación hormonal u ovárica adicional, pues en ningún caso está 
modificada a causa de la ovariectomía. 
Adicionalmente, puesto que la subunidad β es la que confiere actividad al canal 
(Nimigean y Magleby, 1999), se analizará posteriormente el efecto de la 
ovariectomía en la participación de dicho canal en la respuesta vasomotora 
inducida a ACh. 
5.2.- Expresión de los canales KATP 
La ovariectomía en viejas no modificó la expresión de las subunidades kir6.1 y 
SUR2B del canal KATP (Figura 74).  
Este resultado es similar al observado en jóvenes aunque haya sido descrito la 
regulación de los KATP por hormonas sexuales en otros tipos celulares y 
mediante administración exógena (Ranki et al, 2002; Park et al, 2008a).  
Adicionalmente, no hay que descartar que en nuestro resultados observamos 
que el envejecimiento provoca un incremento en la expresión de la subunidad 
SUR2B (Estro joven: 4.03 ± 0.04 pixeles/µg, N=4; Estro viejo: 4.53 ± 0.09 
pixeles/µg, N=4; p< 0.01), la subunidad Kir6.1 no se ve modificada (Estro joven: 
8.54 ± 0.11 pixeles /µg, N=4; Estro vieja: 8.39 ± 0.32 N=4, p=0.66). 
Por otra parte, esta descrito que la PKA activa directamente al canal a través 
de una fosforilación directa (Ser-1387) de la subunidad SUR2B (Shi et al, 
2008), y como la actividad de PKA está modificada en el envejecimiento y por 
la ovariectomía se analizará a continuación la participación de estos canales en 




























































Figura 74: Resultados del análisis de la expresión de la subunidad (sub) Kir6.1 y 
SUR2B  de KATP mediante la técnica de Western Blot en segmentos de aorta de ratas 
hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX). En la parte superior de 
la figura se representa un blot representativo de la expresión de la subunidad Kir6.1 y 
SUR2B  de los canales KATP. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico 
de la expresión de la subunidad Kir6.1 del canal KATP (izquierda) y la subunidad 
SUR2B  del canal KATP (derecha) de cuatro segmentos de cada grupo, valor escrito 
entre paréntesis. Los resultados (medias + SEM) se expresaron como el ratio entre la 
señal obtenida para la subunidad Kir6.1 y SUR2B de los canales KATP y la carga de 
proteína de cada segmento (20 µg). 
 
5.3.- Participación de los canales BKCa y KATP en la respuesta a ACh 
Para analizar la participación de los canales BKCa y KATP, se incubaron las 
aortas procedentes de ratas hembras viejas controles y ovariectomizadas con 
sus inhibidores específicos, Charibdotoxina y Glibenclamida, respectivamente.  
En los segmentos procedentes de animales control, la incubación con 
Glibenclamida (10 µM) disminuyó la respuesta vasodilatadora inducida por 
ACh, mientras que la Charibdotoxina (0.1 µM) no lo modificó (Figura 75). 
En segmentos procedentes de animales ovariectomizados, ni la incubación con 
Glibenclamida (10 µM), ni con Charibdotoxina (0.1 µM), modificaron la 
respuesta inducida a ACh (Figura 75). 
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Figura 75: Efecto del Glibenclamida (10 µM) y  Charibdotoxina (0.1 µM) sobre la 
vasodilatación inducida por ACh (0.1 nM- 10 µM) en segmentos de aorta procedentes 
de hembras viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídos con 
NA (0.1 µM). Los resultados (media ± SEM) están expresados como la porcentaje de 
inhibición de la contracción inducida por NA (Estro: 933.7 ± 39.47 mg, N=7; Estro + 
Glibenclamida: 1062 ± 114.8 mg, N= 8; Estro + Charibdotoxina: 816 ± 68.21 mg, N= 4; 
OVX: 1120 ± 79.48 mg, N=10; OVX + Glibenclamida: 863.3 ± 33.84 mg, N= 11; OVX + 
Charibdotoxina: 1316 ± 153.3 mg, N= 10). El número de animales está expresado 
entre paréntesis 
 
La ovariectomía en los animales de 20 meses produce una respuesta similar a 
la observada en la ovariectomía en los animales de 6 meses, donde se aprecia 
que los canales BKCa y KATP no parecen tener un papel funcional en respuesta 
a ACh. 
En situación control, encontramos una participación activa de los canales KATP, 
y la no participación de los canales BKCa, justo lo contrario de lo obtenido las 
aortas control de 6 meses. Así mismo, está descrito que a nivel endotelial la 
actividad de los KATP estimulan la liberación de NO endotelial al incrementar la 
concentración de Ca2+ intracelular y la actividad de la eNOS (Wang et al, 2007), 
lo cual puede está de acuerdo con la disminución de la respuesta inducida por 
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5.4.- Participación de los canales BKCa y KATP en a respuesta a NPS 
En los segmentos procedentes de animales control, la incubación con 
Glibenclamida (10 µM) incrementó la respuesta vasodilatadora inducida por 
NPS y la Charibdotoxina (0.1 µM) la disminuyó (Figura 76). 
En segmento procedentes de animales ovariectomizados, la Glibenclamida (10 
µM) no modificó la respuesta inducida a NPS y la Charibdotoxina (0.1 µM) la 
disminuyó (Figura 76). 
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Figura 76: Efecto del Glibenclamida (10µM) y de la Charibdotoxina (0.1µM) sobre la 
vasodilatación inducida por NPS (0,1 nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras 
viejas control (fase Estro) y ovariectomizadas (OVX) precontraídas con NA (0.1 µM). 
Los resultados (media ± SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la 
contracción inducida por NA (Estro: 1101 ± 180.7 mg, N=5; Estro + Glibenclamida: 
1122 ± 246.2 mg, N= 5; Estro + Charibdotoxina: 1656 ± 192.6 mg, N=5; OVX: 1134 ± 
153.8 mg, N=5; OVX + Glibenclamida: 1017 ± 163.3 mg, N= 5; OVX + Charibdotoxina: 
1549 ± 382.5 mg, N= 5). El número de animales en cada grupo está indicado entre 
paréntesis. 
  
En la respuesta vasodilatadora al donante de NO, NPS, los canales BKCa están 
participando en ambos casos, como en los segmentos de hembras de 6 meses, 
lo cual nos hace suponer la existencia y participación de la cascada clásica de 
señalización NO/cGMP/PKG/BKCa, sin embargo el papel funcional de los 
canales BKCa, no lo apreciamos en la respuesta a ACh, seguramente por la 
activación de otras cascadas dependientes de factores endoteliales que lo 
enmascaran. 
Se ha descrito que la Gliblenclamida provoca relajación en aorta de rata al 
incrementar la liberación de cGMP (Chan et al, 2000). Esto puede explicarnos 
porqué se observa una mayor respuesta a NPS en los segmentos procedentes 
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de animales control, sin embargo, los resultados de la respuesta inducida por 
ACh son diferentes, seguramente porque la estimulación con ACh provoca la 
liberación de otras sustancia vasoactivas que están participando en la 
regulación de dichos canales y tampoco podemos descartar la participación de 
los canales de potasio, sobre la liberación de NO. 
5.5.- Participación de los canales BKCa y KATP en la liberación de NO 
endotelial 
En los animales control la incubación con Glibenclamida (10µM) no modifico la 
liberación basal de NO endotelial, sin embargo disminuyó la estimulada con 
ACh y Charibdotoxina (0.1µM) no modificó ni la liberación basal, ni la inducida 
por ACh (Figura 77).  
En animales ovariectomizados, la liberación de NO basal e inducida por ACh se 
disminuyó por la Glibenclamida (10µM) y no se modificó por la Charibdotoxina 
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Figura 77: Efecto del Glibenclamida (Gliben, 10 µM) y Charibdotoxina (Cahri, 0.1 µM) 
sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y estimulada por ACh en 
segmentos de aorta procedentes de ratas hembras control (izquierda) y 
ovariectomizadas (derecha) precontraídas con NA (0.1 µM). El número de animales 
utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades 
arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,001, frente a su 
correspondiente situación basal; # p<0.05, frente a la situación control estimulada con 
ACh; +p<0.05 frente a la situación control basal. 
 
Está descrito que la activación de los KATP endoteliales incrementa la 
concentración intracelular de Ca2+ y la liberación de NO endotelial (Wang et al, 
2007), estos datos explicarían la disminución en la liberación de NO endotelial 
que observamos en los resultados, sin embargo, esta regulación de los canales 
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KATP sobre la liberación de NO basal e inducida por ACh en ovariectomizadas 
viejas no lo observamos en las ovariectomizadas jóvenes, lo que puede ser 
debido a la sobreestimulación de la eNOS por derivados de COX-2 que sólo se 
produce en ratas ovariectomizadas (Martorell et al, 2009) y que dicha 
regulación se vea modificada por el envejecimiento. 
5.5.- Reactividad vascular al abridor de canales BKCa. Participación de 
la PKG  
Puesto que hemos observado la participación de los canales BKCa en el efecto 
del NO en su respuesta sobre el músculo liso vascular y la existencia de una 
regulación adicional por el envejecimiento y una posible regulación hormonal 
de la expresión de los BKCa se analizó la respuesta al abridor de canales BKCa, 
NS 1619. 
La ovariectomía no modificó la relajación inducida por el abridor de los canales 
BKCa, NS 1619 (0,1 nM -10 µM) en los segmentos aórticos precontraídos con 
0.1 µM NA. En ambos casos la incubación de KT 5823 incrementó la respuesta 
vasodilatadora inducida por NS 1619 (Figura 78). 
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Figura 78: Efecto del KT 5823 (1µM sobre la vasodilatación inducida por NS 1619 (0,1 
nM -10 µM) en segmentos de aorta de hembras viejas controles (fase Estro) y 
ovariectomizadas (OVX) precontraídos con NA (0.1 µM). Los resultados (media ± 
SEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por NA 
(Estro: 904.3 ± 43.12 mg, N=5; Estro + KT 5823: 1019 ± 81.02 mg, N= 4; OVX: 1103 ± 
84.65 mg, N=5; OVX + KT 5823: 1063 ± 71.08 mg, N=4). El número de animales en 
cada grupo está indicado entre paréntesis.  
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Adicionalmente, obtenemos que la respuesta al abridor de canales BKCa, NS 
1619, es mayor en hembras jóvenes que en viejas (p<0.05). Este resultado 
concuerda con los datos obtenidos del análisis de Western Blot, en el que 
observamos una menor expresión de la subunidad α en hembras viejas, dando 
a entender que existen menos canales, independientemente que la subunidad 
β, que es la que da actividad al canal este incrementada. 
La respuesta a NS 1619 con KT 5823 sugiere que la PKG ejerce una 
regulación negativa sobre el canal, tanto en las aortas de animales control, 
como de ratas ovariectomizadas.  
Recordamos que en hembras jóvenes, la PKG regula positivamente la actividad 
de los BKCa en ovariectomía, de acuerdo con la mayor actividad de PKG en 
estos animales. En el envejecimiento tenemos que la actividad basal de la PKG 
está todavía más incrementada en las dos situaciones (control y ovariectomía) 
y sin embargo, al bloquear la actividad de la PKG, se incrementa la respuesta 
al abridor de los canales BKCa. No existen datos bibliográficos que describan 
una regulación negativa de los canales BKCa por PKG, lo que indicaría la 
implicación de otras cascadas de señalización en la actividad del canal cuando 
la PKG está inhibida (Figura 79). 
No podemos descartar que el NO (Bolotina et al, 1994),  el cGMP (Eichhorn y 
Dobrev, 2007) y la PKA (Roh et al, 2007) activen el canal BKCa cuando la PKG 
está bloqueada, pero tampoco la existencia de que de otras quinasas o los O2- 
participen en dicha regulación (Figura 79). Por tanto esta hipótesis será el 
objetivo de los próximos trabajos. 
 
Figura 79: Representación esquemática de la regulación de los 
canales BKCa en aortas de rata en el envejecimiento. 
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En resumen, en aortas procedentes de de ratas hembra con la función ovárica 
intacta, el envejecimiento no modifica la liberación de NO y disminuye la 
formación de cGMP; sin embargo la respuesta vasodilatadora inducida por ACh 
está disminuida a pesar de que la actividad de PKG es muy superior a la 
observada en ratas jóvenes. También modifica la participación de los canales 
BKCa y KATP en la respuesta vasodilatadora inducida a ACh, de tal forma que 
disminuye la expresión y el efecto vasodilatador de los canales BKCa y 
aumenta el de los canales KATP. 
La pérdida de función ovárica mantenida hasta esta edad causa una 
disminución en la liberación de NO y un aumento en la producción de O2-, 
aunque también la expresión y actividad de las SOD parecen están 
incrementadas. Sin embargo no existe modificación sobre los niveles de cGMP 

























I. La ovariectomía en hembras jóvenes provoca: 
i) Disminución en los niveles séricos de estrona, 17β-estradiol, 
testosterona y progesterona. 
ii) Mantenimiento de la respuesta vasodilatadora inducida a ACh, aunque: 
- Incrementa la producción de O2-, la expresión de Cu/ZnSOD y 
MnSOD y la actividad de las SODs; 
- No modifica la expresión de eNOS, ni la liberación y función del NO 
endotelial; 
- Disminuya la formación de cGMP; 
- Aumenta la actividad de PKG; 
- Elimina la regulación positiva de la PKG sobre la liberación de NO 
endotelial; 
iii) Regulación de la función de los canales BKCa, ya que: 
- Incrementa la expresión de la subunidad β de los canales BKCa; 
- Incrementa la actividad de los canales BKCa por la acción de la 
PKG; 
iv) Mantenimiento de la expresión y la participación de los canales KATP en 
la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, pero provoca la 
eliminación de la regulación positiva de los canales KATP en la 
liberación de NO endotelial. 
II. El envejecimiento en ratas hembra con la función ovárica intacta provoca: 
i) Disminución en los niveles séricos de estrona, 17β-estradiol, 
testosterona y progesterona. 
ii) Disminución de la relajación inducida por ACh, aunque: 
- No modifica la producción de O2-, ni la expresión de Cu/ZnSOD, 
pero incrementa la expresión de MnSOD y la actividad de las 
SODs; 
- No modifica la expresión de eNOs, ni la liberación de NO 
endotelial; 
- Disminuya la formación de cGMP; 
- Incrementa la actividad de la PKG (incremento superior al que 




- Elimina la regulación positiva de la PKG sobre la liberación de NO 
endotelial; 
iii) Disminución de la expresión de la subunidad α de los canales BKCa y su 
participación en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh. 
iv) Incremento de la expresión de la subunidad SUR2B los canales KATP y 
su participación en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh, 
mientras que la regulación posita de estos canales sobre la liberación de 
NO endotelial se mantien. 
III. La ovariectomía en el envejecimiento provoca: 
i) Disminución los niveles séricos de la progesterona, mientras que 
mantiene la disminución en los niveles de estrona, 17β-estradiol y 
testosterona producidos por el envejecimiento.  
ii) Mantenimiento de la respuesta inducida por ACh, ya disminuida por el 
envejecimiento, aunque: 
- Incrementa la producción de O2-, la expresión de Cu/ZnSOD y 
MnSOD y  la actividad de las SODs; 
- Disminuye la liberación de NO endotelial, si alterar la expresión de 
eNOS; 
- Mantiene la disminución en la formación de cGMP; 
- Mantiene el incremento de la actividad de PKG; 
- Mantiene la ausencia de la regulación positiva de la PKG sobre la 
liberación del NO endotelial. 
iii) Mantenimiento de la disminución de la expresión de la subunidad α e 
incrementa la expresión de la subunidad β de los canales BKCa; su 
participación en la respuesta inducida por ACh no se modifica. 
iv) Abolición de la participación de los canales KATP en la respuesta inducida 
por ACh, sin modificar su expresión, ni la regulación positiva de los 
canales KATP sobre la liberación de NO endotelial. 
 
Globalmente, estos resultados muestran la complejidad e interacciones entre 
los elementos de una vía de señalización particular, sin olvidar las posibles 




Los resultados también indican que alteraciones en un determinado punto de la 
vía de transducción de señales pueden desarrollar diferentes mecanismos 
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